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........ La pared celular fungica es una
estructura esencial para el mantenimiento de
la morfologia celular y protege a las células
frente a las condiciones adversas del medio
externo (Duran y Pérez, 2004; Latgé, 2007;
Levin, 2005). Ademas del
presenta el estudio de la sintesis y regulacion
de la pared celular como modelo
morfogenético, no hay que olvidar que la
pared celular es una estructura esencial para
los hongos patdogenos y que se encuentra

interés que

ausente en las células de eucariotas
superiores (mamiferos, etc.). El
conocimiento en profundidad de esta

estructura es importante para identificar
nuevas dianas necesarias para el desarrollo
de compuestos antifungicos. De hecho, uno
de los antifingicos mas prometedores es el
acetato de caspofungina (CANCIDAS™), un
inhibidor de la biosintesis de B-glucano que
actualmente se estd utilizando para el
tratamiento de aspergilosis invasivas y otras
infecciones fungicas (Sucher et al., 2009;

Wagner et al., 2006) .

Nuestro objetivo es estudiar como se
regula la biosintesis de la pared celular tanto
en condiciones normales de crecimiento
como en condiciones que alteran su
estructura y que disparan una respuesta de
adaptacion importante para la supervivencia
de la célula. Para ello estudiamos el papel de
la GTPasa Rholp en la Ilevadura
Schizosaccharomyces pombe. Rholp es una
pieza clave tanto en la biosintesis de la pared
celular como en la construccion del
citoesqueleto y en la secrecion polarizada.
También nos interesa estudiar el papel de los
GEFs (guanine nucleotide exchange factors)
de Rholp que son los responsables de su
activacion en un determinado momento del
ciclo celular y/o en un lugar especifico de la

Figura 1. Fotografia al microscopio electronico de ba-
rrido de células de la estirpe silvestre de S. pombe.

célula.

1. Ciclo de vida y ogénesis
en Schizosaccharomyces

_pombe

La levadura Schizosaccharomyces
pombe fue descrita por primera vez en 1983
por P. Lindner. El nombre genérico hace
referencia a su semejanza con la levadura
Saccharomyces cerevisae, mientras que el
epiteto especifico designa el nombre local de
la cerveza elaborada con esta levadura. Afios
después A. Ostewalder aislé de un jugo de
uva la estirpe homotélica h”°, que lleva este
nombre porque en medio pobre el 90% de las
células son capaces de conjugar y formar
esporas. En sucesivas divisiones mitdticas de
la estirpe h”, una célula de un tipo sexual
determinado puede cambiar al tipo sexual
opuesto, lo que conduce a una poblacion que
en ausencia de nutrientes conjugan y
acabaran esporulando. De la estirpe h”° se
aislaron las cepas heterotalicas 972 h" y 975
h"y de ellas derivan todas las cepas
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Figura 2: Ciclo de vida de S. pombe. Ciclo vegetativo haploide (sefialado en verde) y diploide (sefialado
en naranja) de S. pombe. Las células vegetativas se dividen por fision transversal dando lugar a dos células
hijas de igual tamafio. Cuando las condiciones del medio no son 6ptimas S. pombe cambia a un ciclo sexual
en el que se produce la formacion de un zigoto diploide que posteriormente sufrird meiosis y esporulacion,
dando lugar a 4 ascosporas haploides que quedan incluidas en el interior de un asca.

empleadas actualmente en el laboratorio
(Leupold, 1950).

En los ultimos 25 afos S. pombe se ha
convertido en un organismo atractivo para el
estudio de multitud de procesos biologicos
sobre todo los que conciernen a la
maquinaria de crecimiento y division celular
(Armstrong et al., 2007; Nurse, 1994). S.
pombe es facil de manipular en el
laboratorio, no es patdgeno, presenta un ciclo
de vida y un ciclo sexual de corta duracion y
es susceptible de analisis genético clasico y
molecular debido a la secuenciacion de su
genoma (Wood et al., 2002),

(www.sanger.ac.uk/Projects/S pombe).

S. pombe pertenece a los ascomicetos
al igual que S. cerevisiae, sin embargo los
estudios de comparacion de las secuencias de

proteinas ortoélogas de diversos grupos de
hongos sugieren que S. pombe divergio6 de la
linea troncal de los ascomicetos hace 1.144
millones de afos (Heckman et al., 2001;
Sipiczki, 1995). Esta divergencia evolutiva
entre S. pombe y S. cerevisiae se refleja en
sus ciclos de vida y en la regulacion de su
ciclo celular.

S. pombe es un microorganismo ideal
para la realizacion de estudios de
morfogénesis y polaridad, ya que su forma,
tamafio y su ciclo de division celular son
extremadamente reproducibles en el
laboratorio, ademas se pueden obtener
mutantes con morfologias aberrantes sin
pérdida de la viabilidad (Hayles and Nurse,
2001).
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1.1 Ciclo de vida de
Schizosaccharomyces pombe

Las células de S. pombe presentan una
forma cilindrica y al nacer tienen un tamafno
aproximado de 3-4 um de diametro y 7-8 um
de longitud. Durante el crecimiento, las
células mantienen un didmetro constante y
aumentan en longitud hasta alcanzar 12-15 p
m, que es el tamafio necesario para dividirse.
La reproduccion vegetativa se produce por
fision transversal, mediante la formacion de
un septo perpendicular al eje mayor de la
célula que tras la citocinesis se disuelve
dando lugar a dos células hijas de idéntico
tamafio (figura 2, circulo verde).

Las cepas de S. pombe utilizadas en el
laboratorio se pueden mantener de forma
continua en estado haploide. En medio rico o
medio minimo el tiempo de generacion varia
entre 2 y 4 horas.

El ciclo sexual de S. pombe se
representa en la figura 2. Las células
haploides pertenecen a dos tipos sexuales
diferentes h" y h™ (Leupold, 1950). Si
cultivamos células de diferente tipo sexual en
un medio carente de nitrégeno o nutrientes se
producen una serie de cambios
morfogenéticos que conducen al proceso de
conjugacion. Este empieza con la formacion
de una proyeccién denominada “schmoo” en
un extremo de cada célula hasta que ambas
se ponen en contacto y se fusionan
formandose un zigoto (Egel, 1994). Los
zigotos son células diploides inestables y en
medios pobres suelen sufrir inmediatamente
un proceso de meiosis que conduce a la
formacion de cuatro nucleos haploides, cada
uno de los cuales quedara incluido en el
interior de una espora haploide y éstas a su

vez en el interior de un asca zigotica.

Cada tétrada contiene dos esporas de
cada tipo sexual. La separacion de estas 4
ascosporas mediante micromanipulacién
(método llamado “analisis de tétradas™) es la
base del analisis genético de este organismo.
En un momento determinado la pared del
asca se rompe y libera las esporas haploides
que permaneceran latentes hasta que
encuentren condiciones favorables, entonces
germinan reiniciando el ciclo (figura 2). En
el laboratorio y bajo
condiciones, pueden mantenerse células
diploides en cultivo a partir de zigotos. Estos
individuos diploides pueden entonces entrar
en sucesivos ciclos mitoticos diploides (Egel
y Egel-Mitani, 1974) (figura 2, circulo
naranja). Las células diploides de S. pombe

determinadas

(de 11-14 pum de longitud al formarse y 20-
25 pm antes de la divisibn) son muy
inestables y tienden a esporular rapidamente
si entran en fase estacionaria o si escasean
los nutrientes en el medio formandose un
asca azigdtica con cuatro ascosporas
haploides (figura 2).

En la naturaleza las células de S.
pombe pueden crecer como pseudohifas, que
son cadenas de células que aunque han
completado la citocinesis permanecen
unidas. Este podria ser un mecanismo para
buscar nutrientes de un modo mas eficaz
(Amoah-Buahin et al., 2005).

1.2 Ciclo celular de
Schizosaccharomyces pombe

El ciclo celular de S. pombe se
caracteriza por presentar una fase G2 muy
amplia que abarca aproximadamente el 70%
del ciclo. Cuando la célula ha duplicado su




material genético y ha alcanzado un tamafo
minimo determinado, sufre mitosis y sus
nucleos se separan. En este momento
comienza a formarse el septo de division,
mientras las células, atn unidas, entran en
una fase Gl muy corta; posteriormente
vuelven a duplicar su material genético (fase
S) coincidiendo con la septacion, de forma
que las dos células hijas recién separadas
emergen en la fase G2 de su ciclo celular

(Chang and Verde, 2004).

Las células de S. pombe sufren tres
transiciones morfologicas importantes
Durénte su ciclo de vida vegetativo (figura

3):

Crecimiento _monopolar: tras la
citocinesis, en el momento denominado

OETO (0Old End Take Off), las dos cé€lulas

hijas idénticas en tamafio inician un
crecimiento polarizado, alargandose solo por
el polo que ya existia en la célula madre
(“polo antiguo”). Este patrén de crecimiento
se mantiene Duradnte los primeros momentos

de la fase G2.

Crecimiento bipolar: también llamado
NETO (New End Take Off), en este
momento se produce una transicion desde el
crecimiento monopolar a un crecimiento

bipolar, y el polo creado en la division
anterior (“polo nuevo”) también comienza a
alargarse (Mitchison and Nurse, 1985).

Separacion celular: finalmente, cuando

la célula alcanza su tamafio maximo, cesa el
alargamiento por los polos y se produce la
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Figura 3 : Ciclo morfogenético y ciclo celular de S. pombe. La fase G1 del ciclo celular de S. pombe es muy corta y
tiene lugar cuando las células hijas atin no se han separado, al igual que la fase S, que coincide aproximadamente con
el momento de la separacion. A lo largo del ciclo celular se produce una reorganizacion del citoesqueleto de actina y
microtabulos (MTs). Los parches de actina se localizan en los polos en crecimiento Durante la interfase y en la region
del septo durante la division celular, junto con el anillo de actomiosina. Los MTs forman haces que se distribuyen a
lo largo de la célula en interfase. Durante la mitosis se forma el huso mitético para la segregacion cromosdmica y
posteriormente el huso se desensambla para formar el "post anafase array” durante la formacion del septo y la con-

traccion del anillo.




formacion de un septo de division central y
la posterior separacion de las c€lulas hijas.

1.3 Morfologia y regulacion de
la polaridad celular lpor el
citoesqueleto de microtubulos y de
actina

En S. pombe la actina y los
microtubulos no son imprescindibles para el
mantenimiento de la forma como sucede en
células animales, probablemente debido a
existencia del exoesqueleto de pared celular.
Sin embargo, tanto la actina como los
microtubulos son esenciales para el
crecimiento polarizado y tienen funciones
reguladoras y estructurales Durante el
crecimiento activo. Cuando se altera el
citoesqueleto de actina las células pierden la
polaridad y se vuelven redondeadas, revisado
por (Gachet et al., 2004). Mientras que
cuando los microtiibulos estan afectados las
células pierden su capacidad para crecer por
los polos y se forman células curvadas y
ramificadas (Hagan, 1998).

La regulacion de los citoesqueletos de
actina y microtibulos es esencial para la

célula y estd perfectamente coordinada y
controlada a lo largo del ciclo celular.

1.3.1 EI

citoesqueleto de
microtubulos

Los microtubulos son cilindros huecos
de aproximadamente 25 nm compuestos por
dimeros de o/f tubulina. Normalmente se
polimerizan desde un Centro Organizador de
Microtubulos (MTOC) y tienen un extremo
positivo (+) y uno negativo (-) con diferentes
caracteristicas.

Los microtibulos interfasicos se
extienden a lo largo del eje longitudinal de la
célula, formando una cesta alrededor del
nucleo (revisado por Sawin and Tran, 2006.
El extremo positivo del microtabulo se
encuentra situado proximo al polo y el
negativo hacia la zona media de la célula.
Normalmente cada haz de microtubulos
individual crece hasta el polo celular y una
vez que lo alcanza,
desensamblaje que lo hace retroceder hacia
la zona media, volviendo a crecer después
hacia el polo de nuevo (Drummond and
Cross, 2000; Tran et al., 2001).

se produce un

Figura 4 : Activacion del crecimiento en
el polo nuevo. 1) Tealp y Teadp se encuen-
tran ancladas a los extremos + de los mi-
crotubulos a través de Tiplp-Tea2p y Mal3p
(no mostrada). 2) Tealp y Teadp se anclan
en los polos a través de Mod5p y Tea3p y el
microtubulo se retrae. Tealp-Teadp se loca-
lizan en ambos polos celulares durante el
crecimiento mono- y bipolar. 3 y 4) al acti-
varse NETO Teadp recluta a For3p-Bud6p-
Cdc42p en el polo nuevo y se inicia la nu-
cleacion de cables de actina (Adaptado de
(Martin and Chang, 2005).




Los microtubulos so6lo se retraen
después de alcanzar el polo celular y no lo
hacen cuando alcanzan los lados de la célula
(Brunner and Nurse, 2000). Esta dinamica
podria determinar la posicion del ntcleo,
produciendo fuerzas de empuje frecuentes y
transitorias desde los polos celulares sobre el
nucleo. Este seria un mecanismo simple para
explicar como las células sienten la posicion
de sus polos y centran el nucleo entre ellos

(Tran et al., 2001).

Los microtibulos son necesarios para
determinar los puntos de crecimiento,
probablemente debido a que transportan
hasta ellos proteinas de polaridad como
Tealp, Teadp y Tiplp que sirven para
reconocer los polos y para marcar las zonas
de crecimiento activo (revisado en Chang
and Martin, 2009; Martin, 2009) (figura. 4).
Uno de los marcadores de crecimiento mejor
estudiados es Tealp, esta proteina se localiza
en ambos polos y es transportada hasta alli
en los extremos (+) de los microtibulos.
Tealp participa en la eleccion del segundo
sitio de crecimiento o extremo nuevo, por
ello los mutantes tealA crecen sélo por uno
de los polos (Mata and Nurse, 1997). Afios
mas tarde, se caracterizd Teadp como una
proteina que se une a Tealp y a la formina
For3p. (Martin et al., 2005).

La localizacion del complejo Tealp/
Teadp depende de las proteinas +TIP (Tiplp
y Mal3p) y de la kinesina Tea2p, que lo
sittan en los (+) de los
microtibulos, y de Mod5p y Tea3p, que lo
anclan al cortex. Ya en el polo, Tealp/Teadp
interaccionan directa o indirectamente con
otras proteinas, hasta ahora han sido
descritas For3p, Rgadp, Winlp y Dis2p,
probablemente participen otras

extremos

aunque

muchas (Alvarez-Tabarés et al., 2007;
Martin et al.,, 2005; Tatebe et al., 2008;
Tatebe et al., 2005 ). En primer lugar Tealp/
Teadp se la formina For3p
reclutandola en el polo nuevo, lo que
promueve la nucleacion de los cables y
parches de actina en ese polo. El complejo

uncén a

Tealp/Teadp también recluta a la kinasa
Pomlp. Pomlp contribuye a la activacion de
la GTPasa Cdc42p (al menos en uno de los
polos), lo que a su vez activa a For3p
reforzando asi el mecanismo de polarizacion
(Martin et al., 2005; Martin et al., 2007;
Rincén et al., 2009).

Una vez elegidos los lugares de
crecimiento, los microtibulos no son
esenciales para el mantenimiento de la
polaridad o para la correcta localizacion de
los parches de actina (Pelham and Chang,
2001; Sawin and Nurse, 1998) Se ha
observado que mutantes que presentan
defectos en la organizacion de los
microtibulos todavia muestran un
crecimiento polarizado, aunque presentan
células curvadas o ramificadas, o con
crecimiento monopolar.

1.3.2 El citoesqueleto de actina

Una vez establecidos los polos de
crecimiento, la célula comienza a crecer
gracias al citoesqueleto de actina, que dirige
la secrecion polarizada de la
membrana y las enzimas implicadas en la
sintesis de la pared celular a las regiones por
las que se esta alargando.

nucva

El citoesquelto de actina juega un
papel muy importante en el mantenimiento
de la morfologia celular. En S. pombe, el
mutante cps8-118 afectado en el unico gen




de la actina, actl”, presenta una morfologia
aberrante con redondeadas,
ramificadas, alargadas y con septos mal
posicionados. Por otra parte, en muchos de
los mutantes que presentan una morfologia
alterada, como los de cdc42 o los mutantes
orb, la actina se encuentra deslocalizada
(Ishiguro and Kobayashi, 1996; Miller and L.,
1994; Ottilie et al., 1995; Rincoén et al., 2009;
Verde et al., 1995).

células

El citoesqueleto de actina en levaduras

se organiza formando tres estructuras
diferentes: parches de actina, cables de actina

y el anillo contractil de actomiosina.

Durante la interfase, los parches de
actina se concentran en los sitios de
crecimiento celular. Los cables corren a lo
largo del eje longitudinal de la célula y
normalmente acaban en los polos. En
mitosis, la actina se reorganiza en un anillo
central de actomiosina que se contrae durante
la citocinesis. En este momento, los parches
y los cables se concentran en la zona media y
permanecen alli durante la formacion del
septo de division; revisado en Bathe and
Chang, 2009; Pollard and Wu, 2010).

Los parches de actina se han usado
habitualmente como marcadores de los sitios
de crecimiento activo de la célula y se asume
que funcionan en el crecimiento polarizado y
en endocitosis. Los parches de actina
contienen proteinas relacionadas con la
organizacion de la actina, como los
componentes del complejo Arp2/3, y parecen
ser los sitios primarios de nucleacion de
actina en la célula en interfase (McCollum et
al., 1996; Nolen and Pollard, 2008; Pelham
and Chang, 2001). Recientemente, se ha
descrito en S. pombe el mecanismo de

ensamblaje y desensamblaje de los parches
de actina (Berro et al., 2010; Sirotkin et al.,
2010).

Se cree que los cables de actina que se
proyectan de los polos celulares participan
directamente en el crecimiento polarizado
(Kamasaki et al., 2005). Una de sus
funciones es dirigir junto con las miosinas de
tipo V, los movimientos de las vesiculas
secretoras que proporcionan membranas y
componentes necesarios para la sintesis de la
pared celular en los polos de crecimiento
(Motegi et al., 2001; Mulvihill et al., 2006;
Win et al., 2001).

En el ensamblaje de los cables de
actina participan la formina For3p y la
proteina de unién a actina, tropomiosina
(Cdc8p) (Feierbach and Chang, 2001; Martin
and Chang, 2006). La funcion de las
forminas es nuclear y alargar filamentos
lineales de actina. Sin embargo, en un
mutante for3A, en el que no existen
“aparentemente” cables de actina, las células
aln mantienen cierto grado de crecimiento
polarizado y son viables, aunque crecen

lentamente y muchas de forma monopolar.

En células pre-mitoticas la proteina
Midlp se sitia alrededor del nucleo y actua
reclutando a otras proteinas (miosinas,
forminas, etc) lo que va a permitir el
ensamblaje en el centro de la célula de un
anillo de actina y miosina. En mitosis tardia,
este anillo marca el sitio de formacion del
septo de pared celular, y se contrae cercano a
la  membrana y guiando el proceso de
formacion del septo (Bathe and Chang, 2009;
Pollard and Wu, 2010).

Existe una estrecha relacion funcional




entre el citoesqueleto de actina y el
crecimiento polarizado, una de cuyas ultimas
consecuencias es la sintesis de la pared
celular. Por ejemplo, en los experimentos de
regeneracion de protoplastos  (células
esféricas a las que se ha eliminado la pared),
se ha visto que la formacion de nuevo
material de pared depende del citoesqueleto

de actina (Osumi et al., 1989).

Otros factores que actuan en polaridad
son las GTPasas de la familia Rho. Estas
regulan tanto la polimerizacién de la actina
como su organizaciéon en
organismos estudiados (Garcia et al., 2006b;
Jaffe and Hall, 2005; Rincon et al., 2005). En
S. pombe, al menos tres GTPasas de esta
familia se han relacionado con el control de
la polimerizacion y la localizacion del
citoesqueleto de actina, son Cdc42p, Rholp

todos los

y Rho3p (este tema se abordard con mayor
profundidad en los Apartados 3.2 y 3.4)

Durante las transiciones morfoldgicas
comentadas hasta ahora, es esencial el
mantenimiento de la integridad celular. Esto
requiere que la secrecidon y el crecimiento
polarizados estén perfectamente coordinados
con la biosintesis de la pared celular y que
exista una estricta regulacion de las rutas de
biosintesis y degradacion de los polimeros
que la forman; revisado en (Duran and Pérez,
2004; Fischer et al.,, 2008; Latgé, 2007;
Lessage and Bussey, 2006; Levin, 2005b;
Moseley and Goode, 2006; Pruyne et al.,
2004).

2. La pared cetular de
Schizosaccharomyces pombe

La pared celular fingica es una matriz

glicoproteica externa a la membrana
plasmatica que protege a la célula y le
permite interaccionar con su entorno. En las
levaduras y hongos la necesidad de mantener
integra la pared celular Durante los cambios
morfogenéticos sufridos a lo largo de su
ciclo vital hace que, necesariamente, la
sintesis y degradacion de dicha matriz estén
reguladas y coordinadas con otros procesos
celulares y con la maquinaria de control del

ciclo celular.

La pared celular es necesaria para
mantener la morfologia tipica de las células
de S. pombe y la viabilidad celular ya que los
protoplastos obtenidos mediante digestion
enzimatica de los polimeros de la pared
celular se redondean y pierden rédpidamente
la viabilidad celular si no se mantienen en un
medio estabilizado osmoticamente.

2.1 Arquitectura y composicion
de la ared celular de
Schizosaccharomyces pombe

La pared celular de los hongos esta
compuesta mayoritariamente por
polisacaridos 'y glicoproteinas. Los
principales polisacaridos que encontramos en
las paredes fungicas son oy [-glucanos.
Estos polimeros suelen ordenarse en cadenas
lineales que se unen entre si por puentes de

hidrégeno formando fibrillas. También
encontramos  otros polimeros menos
abundantes como quitina 'y manano,

glucuromanano o galactomanano unido a
proteinas.

En S. pombe el polisacarido
mayoritario en la pared celular es el B-
glucano, que constituye aproximadamente de

un 50 a un 55% de los azucares de la pared.
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Encontramos ademas o-glucano (del 28 al
32%) y galactomamano (del 9 al 14%)
asociado a proteinas. En S. pombe no hay
quitina en la pared celular de las células
vegetativas aunque si aparece en la pared
celular de las esporas (Durdn and Pérez,
2004).

Al microscopio electronico la pared
lateral de S. pombe presenta una estructura
trilaminar, con dos capas externas densas a
los electrones donde se localizan las
glicoproteinas y una capa interna menos
densa a los electrones compuesta
principalmente por o y B-glucanos (figura
5) (Horisberger and Rouvet-Vauthey, 1985).
La ultraestructura del septo de division esta
también muy organizada y presenta una capa
interna menos densa a los electrones
denominada septo primario y dos capas mas
densas a los electrones a ambos lados del
septo primario de composicion similar a la
pared lateral, denominada septo secundario
(Sipiczki, 2007).

2. 1.1 B-glucano

El B-glucano estd formado por
monoémeros de D-glucosa unidos por enlaces

B(1,3) o B(1,6). Existen diferentes tipos de -
B(1,3)-glucano B(1,6)-
glucano y B(1,3)-glucano con ramificaciones

glucano: lineal,
de B(1,6)-glucano, que es el mas abundante
(figura 7).

2.1.1.1 B(1,3~)-glucan0 lineal

Esta compuesto por cadenas lineales de
glucosa sin ramificaciones. Se localiza
exclusivamente en el septo primario (figura

6).
2.1.1.2. B(1,3)-glucano ramificado

Es el mas abundante de todos los
polisacaridos y esta formado por cadenas de
B(13) y
B(1,6). Es el primer
polisacarido en depositarse en la nueva pared
en formacion durante la regeneracion de
protoplastos y en torno a ¢l se ensamblan el

glucosa  unidas por enlaces

ramificadas en

o-glucano y el galactomanano. Se localiza
por toda la pared celular, en el septo primario
y en el septo secundario (Humbel et al.,
2001; Osumi et al., 1998) (figura 6).

2.1.1.3 B(1,6)-glucano

‘ galactomanano J ot=glucano
8 B(1,6)-glucano 05 p(1.3)-glucano

membrana plasmitica

Figura 5: Estructu-
ra de la pared celu-
lar de S. pombe. La
pared consta de tres
capas. La capa inter-
media, menos densa a
los electrones, esta
formada por o y B
glucanos. Las capas
mas externas estan
formadas por galacto-
manano
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INTRODUCCION

El B(1,6)-glucano esta formado por
cadenas de glucosa wunidas por enlaces 3
(1,6) y se encuentra muy ramificado, hasta
un 43% de enlaces en B(1,3) (Sugawara et
al., 2004). Anticuerpos anti B(1,6)-glucano
situan este polimero en el septo secundario y
en el resto de la pared celular lateral cerca de
la capa mas externa de galactomanano, pero
no aparece en el septo primario (figura 6).
También se ha detectado su presencia en el
aparato de Golgi y en vesiculas pequeias
situadas bajo la membrana plasmatica
(Humbel et al., 2001)

2.1.2 a(1,3)-glucano

El a-glucano esta presente en la pared
hongos
como

celular de S. pombe y otros
dimoérficos 'y filamentosos
Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides
brasiliensis 'y Blastomyces dermatitidis
(Bobbit et al.,, 1977, Bush et al., 1974;
Sietsma and Wessels, 1977), aunque
curiosamente se encuentra ausente en la
pared celular de S. cerevisiae. Ademas,
algunos organismos patdégenos como
Cryptococcus neoformans necesitan el o-
glucano para que se ancle la cépsula, que es

un determinante de la virulencia (Doering,

2009; Reese and Doering, 2003).

En S. pombe las cadenas de a-glucano
estan formadas por D-glucosa unida por
enlaces a(1,3) con un 7% de enlaces o(1,4)
(figura 7) (Manners and Meyer, 1977) y se
distribuyen por toda la pared celular y en la
region del septo, sobre todo en las regiones
adyacentes a la membrana plasmatica
(Sugawara, 2003). En esporas, el a-glucano
es muy abundante y se han detectado dos
tipos de polimeros, uno de ellos mayoritario
con unidades de glucosa unidas por enlaces
o(1,3) y un polimero que estd formado por
unidades de glucosa unidas por enlaces o
(1,4) y que se tifie en presencia de yodo
(Garcia et al., 20006).

El a-glucano es esencial para mantener
la morfologia celular. Durante la obtencion
de protoplastos, cuando se digiere la pared
celular con distintos cocteles enzimaticos se
observa que el tratamiento con [-glucanasas
debilita la pared pero mantiene la forma y es
solamente cuando se afiaden a-glucanasas

cuando las cé€lulas pierden la polaridad y se
redondean (Alfa et al., 1993).

B(1,3)-p(1,6)-glucano
ramificadl_:_)

. ‘ B
Ty
" ; e

f(1,6)-glucano B(1,3)-glucano lineal
"l i £

Figura 6: Inmunolocalizacién de los dis-
tintos tipos de B-glucano de la pared celu-
lar de Schizosaccharomyces pombe. Se
desarrollaron anticuerpos especificos contra
B(1,3)-B(1,6)-glucano ramificado (A), B
(1,6)-glucano (B) y B(1,3)-glucano lineal
(C), que se localizan como se muestra en
las fotografias. Los anticuerpos se conjuga-
ron con oro coloidal para detectarlos al
microscopio electrénico de transmision
(Imagenes tomadas de Humbel et al., 2001).
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Mediante inmunolocalizacion se ha
detectado a-glucano en toda la pared celular
y en la region del septo sobre todo en las
regiones adyacentes a la membrana
plasmatica (Sugawara, 2003).

2.1.3 Galactomanano y las
galactomanoproteinas

El galactomanano estd formado por
cadenas cortas de D-manosa lineal unidas
por enlaces a(1,6) al que se unen cadenas
laterales de manosa con uniones o(1,2)
(figura 7). En los extremos no reductores de
estas cadenas a veces se encuentra un residuo
de galactosa, aunque en ocasiones se ha
encontrado galactosa en posicion no terminal
(Chappell et al., 1994; Horisberger et al.,
1978; Ohashi and Takegawa, 2010).

El galactomanano se encuentra
covalentemente unido a proteinas mediante
enlaces O y N-glicosidicos (Gemmill and
Trimble, 2004). Estas proteinas se secretan al
espacio periplasmico y se localizan en la
superficie externa de la pared y en la region
cercana a la membrana plasmatica, las
regiones mas densas a los electrones
observadas al microscopio electronico
(figura 5) (Horisberger et al., 1978). La capa
mas externa de glicoproteinas es esencial,
entre otras funciones para el reconocimiento
de determinados hongos patdgenos por parte
del sistema inmune y durante la respuesta
sexual para el reconocimiento celular de
tipos sexuales opuestos (Hoyer, 2001;
Verstrepen and Klis, 2006).

En S. pombe el tratamiento con B(1,3)-
glucanasas libera aproximadamente el 50%
de las proteinas lo que sugiere que el resto
estan ancladas a la pared a través del a(1,3)-

glucano (Duran and Pérez, 2004).
Recientemente, se ha analizado el proteoma
de la pared celular de esta levadura y se han
afiadido algunas proteinas nuevas (de Groot
et al., 2007) a las descritas (de Groot et al.,
2003).

2.1.4 Quitina

Esta formada por cadenas lineales de N
-acetil-D-glucosamina unida mediante
enlaces P(1,4). A pesar de que algunos
autores han identificado residuos de
glucosamina en la pared celular de S. pombe
(Sietsma and Wessels, 1990), no se ha
detectado la presencia de quitina mediante
estudios de difraccion de rayos-X ni por
tincion con la aglutinina de germen de trigo
(WGA). Sin embargo, si se ha detectado
actividad quitin sintasa en las ascosporas de
S. pombe, aunque el polimero sintetizado
podria corresponder a quitosan que es la

quitina desacetilada (Arellano et al., 2000).

2.1.5 Ensamblaje de la pared
celular de Schizosaccharomyces pombe

Mediante estudios de microscopia de
barrido se ha observado que la regeneracion
de la pared celular de los protoplastos
comienza de forma polarizada en un
determinado lugar, mediante la formacién de
una red de fibrillas de [B-glucano que se
extiende por la superficie celular rodeando
los protoplastos (Osumi et al., 1998).

En los mutantes con defectos en la
sintesis de o-glucano, las fibrillas de f-
glucano no se agrupan en haces, por lo que el
o-glucano podria intervenir en la
compactacion del B-glucano de la pared
celular (Konomi, 2003). Los espacios entre

las fibras de glucano se rellenan con
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Figura 7: Esquema de la composicion y estructura quimica de los principales polimeros de la pared celular S. pombe. Se
indican algunos de los genes que codifican las actividades enzimaticas implicadas en la biosintesis de estos polimeros.

galactomanano (Osumi et al., 1998). El -
glucano no sdlo es el primer componente que
se sintetiza en la pared, sino que es necesario
para que se ensamblen el resto de los
componentes ya que cuando se inhibe la
sintesis de B-glucano con Aculeacina A, no
se forman los haces de microfibrillas y
tampoco se deposita ninguno de los otros
polimeros de la pared (Osumi et al., 1998;
Osumi et al., 1989).

En las esporas la sintesis de B-glucano
también precede a la de a-glucano y a la de
quitina (Garcia et al., 2006; Martin et al.,
2000b). En cuanto al (1,6)-glucano, podria
conectar la capa de glicoproteinas mas
externa con la capa interna de polisacaridos
de la pared celular, aunque las evidencias en
este sentido no son tan claras como en S.

cerevisiaze (Roh et al., 2002; Sugawara et

al., 2004).

La cantidad y composiciéon de los
polimeros que forman la pared varian de
unas especies a otras. En S. cerevisiae, por
ejemplo, donde la composicioén y estructura
de la pared han sido estudiadas con mayor
B(L,3)-
glucano lineal, por el contrario S. cerevisiae
presenta un 2% de quitina en su pared celular
y el manano asociado a las glicoproteinas no
lleva galactosa .

detalle, no existe oa-glucano ni

2.2 Biosintesis y degradacion de
los principales polimeros de la pared
celular de Schizosaccharomyces
pombe

2.2.1 Sintesis de B(1,3)-glucano

La biosintesis del [p-glucano es
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catalizada por el complejo enzimatico
denominado [(1,3)-glucan sintasa (B-GS)
(UDP-glucosa:  (1-3)-B-D-glucano-3-B-D-
glucosiltranferasa, E.C. 2.4.1.34). Esta
enzima se encuentra asociada a la cara
interna de la membrana plasmatica y emplea
como sustrato UDP-glucosa, formando
cadenas lineales de unos 60-700 residuos de
glucosa. Se ha desarrollado un sistema in
vitro para la sintesis de P-glucano. Este
sistema necesita ATP y es estimulado por
GTP. Gracias en parte a este sistema hoy
la actividad p-GS esta
constituida por, al menos, dos componentes:
una fraccion catalitica y una reguladora
(revisado en Cabib et al., 1988; Douglas,
2001).

sabemos que

2.2.1.1 Las
cataliticas

subunidades

En S. pombe se han identificado cuatro
genes que codifican posibles subunidades
cataliticas del complejo B-glucan sintasa:
bgsl”, bgs2", bgs3" y bgs4" (bgs de B-glucan
synthase). Todos estos genes son esenciales
para la viabilidad de S. pombe. Las proteinas
Bgs son proteinas transmembranales de
elevado peso molecular (aproximadamente
200 kDa) y que presentan un elevado
porcentaje de identidad entre si y con Fkslp
y Fks2p, las B-glucan sintasas descritas en S.
cerevisiae (Mazur et al., 1995). En S. pombe
algunos de estos genes, como bgs3" y bgs4",
fueron identificados a partir de mutantes
sensibles o0 resistentes a compuestos
antifingicos que inhiben la sintesis de la
pared (Cortés et al., 2005; Ishiguro et al.,
1997; Martin et al., 2003).

bgsI"

Bgslp, también denominada Cpslp (de

CIPC (Isopropyl-N-3-chlorophenyl
carbamate) sensitive), fue la primera en
describirse como posible subunidad catalitica
de la B(1,3)-glucén sintasa implicada en el
proceso de division celular. Los mutantes de
bgsl, cpsI-N12 'y cpsl-191, no forman el
septo de division y se paran en la fase G2 del
ciclo celular. Otros mutantes de Bgslp como
cpsl-12 presentan defectos de polaridad
adquiriendo una morfologia redondeada y a
veces ramificada, por lo que ademas de
esencial en el proceso de division, Bgslp
podria ser necesaria para el mantenimiento
de la polaridad (Cortés et al., 2007; Ishiguro
et al., 1997; Le Goff et al., 1999; Liu et al.,
2000b; Liu et al., 1999).

Bgs1p se localiza en el septo durante la
citocinesis formando un anillo que aparece
en la region interna de la marca de calcofltior
que delimita el septo, pero también se
encuentra en los polos, en las proyecciones
de conjugacion y en las ascosporas (Cortés et
al., 2002; Liu et al., 2002). Ademas, se ha
visto que las esporas carentes de bgs/' al
germinar forman septos aberrantes que no se
tifien con calcoflior y no poseen B(1,3)-
glucano lineal, lo que podria ser la prueba
definitiva de que Bgslp es la subunidad
responsable de la sintesis del septo primario
(Cortés et al., 2007).

bgs2*
B-glucan  sintasa
especifica de esporulacion; la proteina fue

Bgs2p es una

identificada en el proyecto de secuenciacion
del genoma de S. pombe por su homologia
con las B-glucan sintasas de S. pombe y de S.
cerevisiae. bgs2" se expresa exclusivamente
durante la esporulacion y es esencial para
que este proceso llegue a buen término
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(Martin et al., 2000b). Los mutantes bgs2A
presentan una actividad B-GS reducida y las
ascosporas procedentes de cepas parentales
carentes de bgs2” son inmaduras, no se
liberan del asca y no germinan. Al
microscopio electronico se observa que su
pared es mas fina y apenas se detecta la capa
de B-glucano transparente a los electrones
(Liu et al., 2000; Martin et al., 2000b).

bgs3*

Fue identificado como supresor del
fenotipo de hipersensibilidad a antifingicos
(Calcoflior y Equinocandina) del mutante
ehs2-1 (equinocandin hipersensitive)
(Carnero et al., 2000; Martin et al., 2003).
Bgs3p es necesaria para el mantenimiento de
la viabilidad y de la polaridad celular durante
el crecimiento vegetativo. Las cé€lulas en las
que la expresion de bgs3" se apaga
(cambiando su promotor por el promotor
81nmtl) se redondean, su pared se hace mas
gruesa y se produce un aumento del o-
glucano probablemente compensando la
bajada en la cantidad de B-glucano (Martin et

al., 2003).

Bgs3p se localiza en la region del septo
durante la division celular y en la region de
los polos en interfase, ademds se ha
detectado al igual que Bgslp en los lugares
de crecimiento polarizado, como las
proyecciones de las células en conjugacion y
el tubo germinativo de las esporas (Martin et
al., 2003).

Aunque su funcion se desconoce, si se
sabe que su produccién aumenta cuando hay
defectos en la sintesis de las otras
subunidades (Bgslp y Bgs4p), lo que apunta
a un papel de compensacion en respuesta a

dafios en la pared (Cortés et al., 2007).

bgs4*

bgs4" fue identificado como el gen
estructural afectado en el mutante cwgl-1/
(cell wall glucan 1), que presenta una
actividad B-GS reducida y se lisa
masivamente a 37°C (Cortés et al., 2005;
Ribas et al., 1991). Bgs4p es la B-glucan
sintasa mayoritaria, es esencial para la
germinacion y para el crecimiento vegetativo
y es responsable de la mayor parte de la
actividad B-GS medida in vitro (Cortés et al.,
2005).

Bgs4p se localiza en los lugares de
crecimiento polarizado y en la regién del
septo durante la citocinesis, en los mismos
lugares que Bgslp y Bgs3p. Dadas las
caracteristicas de los mutantes de bgs4 y su
localizacién, se ha propuesto a Bgs4p como
la principal B-GS implicada en la formacioén
del septo secundario durante la division
(Cortés et al.,, 2005 y J. C. Ribas,
comunicacion personal).

Tanto Bgslp como Bgs3p y Bgsd4p
necesitan del citoesqueleto de actina para
localizarse en los sitios de crecimiento
aunque no para mantenerse alli (Cortés et al.,
2005; Cortés et al., 2002; Martin et al.,
2003).

2.2.1.2 La subunidad reguladora:
Rholp

La subunidad
actividad B(1,3)-glucéan sintasa es la GTPasa
Rholp de la que hablaremos en detalle en el

reguladora de Ia

Apartado 3.2.2.1 de regulacion de la
biosintesis de la pared. Rholp es prenilada
mediante la adicién de un resto hidrofobico
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de geranil-geranilo por el complejo Cwg2p-
Cwplp de la geranil-geranil trasferasa I
(Arellano et al., 1998; Arellano et al., 1996;
Diaz et al., 1993).

Para que Rholp realice su funcion
como activador de la sintesis de P-glucano
debe estar prenilada y encontrase en su
estado activo, es decir, unida a GTP. La
adicion de un grupo prenilo (hidrofébico)
permite a Rholp unirse a la membrana
plasmatica en las inmediaciones de la
subunidad correspondiente
activando asi la sintesis de glucano. En la

catalitica

figura 8 se muestra un esquema de las
proteinas de S. pombe implicadas en la
biosintesis de [ (1,3)-glucano.

2.2.2 Sintesis de B(1,6)-glucano

En S. pombe se sabe muy poco de la
sintesis de P(1,6)-glucano, aunque existen
genes que codifican proteinas con similitud a
las proteinas Kre de S. cerevisiae, implicadas
en la sintesis de P(1,6)-glucano en esta
levadura. Las proteinas Kre de S. cerevisiae
estan localizadas en diferentes puntos de la
ruta de secrecion (Shahinian and Bussey,
2000). Los estudios de inmunolocalizacion
de este polimero en S. pombe lo asocian a
vesiculas de la ruta secretora y a la cara
interna de la membrana plasmatica, lo que
indica que al menos las etapas iniciales de la
sintesis del PB(1,6)-glucano ocurren en el
reticulo endopldsmico (RE) o en el aparato
de Golgi (Humbel et al., 2001).

renilo

B(1,3)glucan
DP sintasa |
inactiva

LIDPD

UDP

B['I ,3} glu‘:ﬁn del complejo

(bgs1*, bgs2*,
bgs3*, bgs4*)

|

Figura 8. Modelo propues-
to para la activacion de la
(1,3) glucan sintasa. El
complejo enzimatico, for-
mado por al menos 2 sub-
unidades, se localiza en la
cara interna de la membra-
na. La GTPasa Rholp, la
subunidad reguladora, es la
encargada de la activacion
catalitico
(Bgslp, Bgs2p, Bgs3p y
Bgs4p). Rholp debe ser
prenilada previamente para
poder anclarse a la mem-
brana y realizar su funcion
activadora (Adaptado de
Drgonova et al., 1999).

sintasa
activa
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Respecto a la regulacion de Ila
biosintesis de este polimero, apenas existen
datos. Mediante ensayos in vitro en S.
cerevisiae, se ha comprobado que la sintesis
del B(1,6)-glucano es dependiente de GTP y
que la GTPasa Rholp parece estar implicada
en su formacion (Vink et al., 2004).

2.2.3 Sintesis de a-glucano

Se han identificado varios genes en S.
pombe que codifican posibles subunidades
cataliticas de la -GS, denominados genes
mok (morphological and kinase inhibitor

supersensitive): mokl”, mokll", mokl2",
mokl3" y mokl4”.

mokI/agsI"

mokl /agsl” es esencial para la
viabilidad y parece ser el responsable de la
sintesis de a-glucano Durante el crecimiento
vegetativo (Hochstenbach et al.,, 1998§;

Katayama et al., 1999b).

En los mutantes mokl el nivel de a
(1,3)-glucano se encuentra reducido. Pese a

ello, la pared estd engrosada vy
desorganizada, perdiendo la estructura
trilaminar caracteristica de la estirpe

silvestre. Por otro lado, la sobreexpresion de
moklI” produce un incremento de mas de tres
veces en la cantidad de o-glucano en la
pared celular.

La proteina Moklp presenta dos
grandes dominios, uno de ellos es similar al
encontrado en proteinas de tipo glicosil
hidrolasa (o-amilasas) y el otro presenta un
numero significativo de residuos idénticos
con proteinas con actividad transglicosidasa
(Hochstenbach et al., 1998; Katayama et al.,

1999b). Moklp se localiza en los lugares
donde se produce crecimiento activo, el
septo durante la division celular y en la
region de los polos en interfase (Katayama et
al., 1999b).

mokl1", mokl2", mokl3"y mokl4"

En el genoma de S. pombe existen
otros cuatro genes que codifican proteinas
paralogas a Moklp, denominadas Mokl 1p,
Mok12p, Mokl13p y Mokl4p. Ninguno de
estos genes es esencial para el crecimiento
vegetativo, sin embargo son importantes en
el proceso de maduracion de las esporas
(Garcta et al., 20006).

mokl2" y mokl3" son responsables de
la biosintesis del o(1,3)-glucano en
esporulacion. Los mutantes mokl2A y mokl3
A presentan una disminucion del a-glucano
de la pared de las ascosporas y como
consecuencia éstas son mas sensibles al calor
y a los tratamientos con solventes organicos.
En el caso de moklI2A, apenas un 7% de las
esporas es viable (Garcia et al., 2006).
mokl4" es necesario para la sintesis de un
polimero de naturaleza amiloidea formado
mayoritariamente por enlaces o(l,4). La
proteina Mokl4 marcada con GFP se
distribuye entre la envuelta de la ascospora y
la del asca, y es necesaria para que se
desarrolle el color pardusco caracteristico de
las esporas de S. pombe y que les da el color
marron-pardusco en presencia de vapores de
yodo (Garcia et al., 2006).

2.2.4 Sintesis de Galactomanano

En S. pombe muchas de las
glicoproteinas secretadas a la pared celular
(tanto N- O-glicosiladas)

como estan
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fuertemente galactosiladas. Las
galactomanoproteinas representan del 9 al

14% de los aztlicares de la pared celular.

La glicosilacion de las proteinas de la
pared celular se produce en el RE y en el
aparato de Golgi. En el RE se afiaden los
polisacaridos de manosa, cadenas cortas
unidas a residuos de serina/treonina mediante
enlaces O-glicosidicos o cadenas mas largas
que se unen a residuos de asparagina
mediante enlaces N-glicosidicos. La adicion
de galactosa y la modificacion de las cadenas
de manosa se produce posteriormente en el
aparato de Golgi (revisado en Gemmill and
Trimble, 2004).

En S. pombe se han caracterizado
varios genes oma que codifican O-manosil-
transferasas y se ha visto que algunas de
ellos son esenciales para el mantenimiento de
la integridad de la pared celular (Willer et al.,
2005). También se han identificado mutantes
afectados en la N-glicosilacion de las
proteinas de la pared celular (Umeda et al.,
2000; Ziegler et al., 1994), y se han descrito
genes que codifican transportadores de UDP-
galactosa al lumen del aparato de Golgi
(Gmslp) vy galactosiltransferasas que
transfieren galactosa a las cadenas de manosa
(Gmal2p, Gthlp, Gmh3p) (Chappell et al.,
1994; Chappell and Warren, 1989; Ohashi
and Takegawa, 2010; Tabuchi et al., 1997b).
Sin embargo, a pesar de conocer muchas de
las actividades enzimaticas implicadas
todavia se sabe muy poco del proceso de
biosintesis y ensamblaje del galactomanano.

2.2.5 Glucanosil-transferasas, a y
B glucanasas

La sintesis de B(1,3)-glucano no solo

necesita del complejo enzimatico de la B-GS,
puesto que este glucano recién sintetizado
permanece desorganizado hasta que se
forman enlaces covalentes entre sus cadenas
y otros componente de la pared celular. La
actividad enzimatica responsable de 1la
elongacion de las cadenas de B(1,3)-glucano
estd codificada por la familia de genes GAS
(de glucanosil transferasas) en S. cerevisiae
(Ragni et al., 2007 ).

En S. pombe existen 4 genes que
codifican proteinas con similitud a las
glucanosil-transferasas de S. cerevisiae. Se
les ha denominado gasI " - gas4". De ellas se
sabe que Gas4p es requerida en esporulacion.
Los mutantes gas4 nulos no forman la pared
de las esporas correctamente y éstas son
incapaces de germinar (Medina-Redondo et
al., 2008).

También se han identificado dos tipos
de actividades glucanasas diferentes. Una
actividad endo-a-glucanasa, llevada a cabo
por Agnlp y Agn2p, y una actividad endo-3-
glucanasa, llevada a cabo por Englp y
Eng2p. Aunque ninguna de estas dos
actividades es esencial para la separacion
celular en cé€lulas vegetativas, la ausencia de
ambas produce un fenotipo multiseptado
(revisado por Roncero and Sanchez, 2010;
Sipiczki, 2007).

agnl’y agn2"

Agnlp y Agn2p se identificaron por su
similitud con a-glicosil hidrolasas de otros
hongos como Trichoderma y Penicilium.
Ambas pertenecen a la familia de endo-a
(1,3)-glicosilhidrolasas que catalizan la
hidrolisis de los enlaces a(1,3) glicosidicos

del a-glucano, liberando pentasacaridos
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(Dekker et al., 2004).

agnl'y agn2*

agnl’ se expresa de manera ciclica con
un pico Durante la division celular, lo que
coincide con un aumento en la actividad o-
glucanasa (dependiente de Agnlp) en este
intervalo y con su localizacion en el septo de
division (Garcia et al., 2005). Los mutantes
agnlA acumulan células con uno o tres
septos. Se ha propuesto a Agnlp como la
glucanasa responsable de la digestion del a-
glucano de la pared lateral necesario para la
separacion de la células hijas al final de la
division celular (Alonso-Nuiez et al., 2005;
Dekker et al., 2004; Garcia et al., 2005).

agn2" se expresa durante el proceso de
esporulacion y se localiza en el epiplasma
del asca. Agn2p colabora en el proceso de
endolisis de la pared del asca contribuyendo
con su actividad a-glucanasa a la liberacion
de las ascosporas (Dekker et al., 2004;
Dekker et al., 2007).

engl’y eng2"

Englp y Eng2p son endo-B(1,3)-
glicosil hidrolasas que catalizan la hidrolisis

de los enlaces (1,3) glicosidicos del B(1,3)-

Figura 9. Morfologia del mutante englA al microscopio
optico y tefiido con calcoflor, un colorante fluorescente
con afinidad por el septo (Martin-Cuadrado et al., 2003).

glucano lineal, liberando, disacaridos y
trisacaridos (Martin-Cuadrado et al., 2003;
Martin-Cuadrado et al., 2008a).

Englp al igual que Agnlp presenta un
péptido sefial y se secreta al medio,
localizandose en la region del septo durante
la divisiéon celular. Los mutantes englA
forman pequefias cadenas de cuatro células
como resultado de un defecto durante la
digestion del septo primario al final de la

division celular (Martin-Cuadrado et al.,
2003).

La expresion de engl® también es
ciclica y presenta un maximo momentos
antes de la formacion del septo. Al igual que
ocurre con Englp de Saccharomyces
cerevisiae, en S. pombe la expresion de las
glucanasas agnl” y engl” se encuentra bajo
el control del factor de transcripcion Ace2p
que controla también la expresion de otras
proteinas relacionadas con la separacion
celular (Alonso-Nufiez et al., 2005; Dekker
et al.,, 2006). Ademds de su expresion,
Agnlp y Englp estan reguladas a nivel de su
localizacion que depende del anillo de
septinas y del exocisto (Martin-Cuadrado et
al., 2005). En el caso de Englp también se
sabe que la presencia de un dominio de unién
a carbohidrato (CBD) en el
carboxilo-terminal es necesaria para que
Englp se localice alrededor del septo (Martin
-Cuadrado et al., 2008D).

extremo

La funcién de Eng2p es similar a la
Agn2p, ambas colaboran hidrolizando la
pared del asca que es un requisito previo a la
liberacion de las esporas o dehiscencia
(Encinar del Dedo et al., 2009). Sin embargo
Eng2p también se expresa durante el
crecimiento vegetativo donde realiza una
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funcion en morfogénesis (Javier Encinar,
comunicacion personal).

3. Dindmica v re ion de la
ared celular de
Schizosaccharomyces pombe

La pared celular es una estructura muy
dindmica y susceptible de sufrir numerosas
modificaciones en la composicion y/o
estructura, tanto a lo largo de las distintas
etapas del ciclo de vida de la levadura como
en respuesta a estimulos y condiciones
ambientales. A pesar de su rigidez, es
necesario que esta envoltura se adapte a los
cambios morfologicos que ocurren durante el
ciclo celular, como por ejemplo, el
crecimiento por uno o ambos polos o la
formacion del septo que separa la célula
madre de la célula hija durante el
crecimiento vegetativo. Ademas en respuesta
a sefiales extracelulares como puede ser la
presencia de feromonas de tipo sexual
opuesto, las células responden formando la
denominada “proyeccion sexual” en la
direccion en la que se encuentra la otra
célula, lo que precede a la disoluciéon de la
pared de ambas células necesaria para la
fusion citoplasmatica y nuclear.

Logicamente, todas estas alteraciones
deben estar controladas por una estricta
regulacion de las rutas de biosintesis y
degradacion de polimeros que constituyen la
pared celular de tal manera que las
actividades enzimaticas estén presentes
unicamente en el momento y el lugar
necesarios para desempeflar su funcion
(Duran and Pérez, 2004; Pérez and Rincon,
2010; Roncero and Sanchez, 2010).

Finalmente la célula debe responder a

cualquier dafio en la envoltura que ponga en
peligro su integridad, utilizando para ello una
serie de mecanismos compensatorios O
mecanismos de defensa que permitan
cambiar la composicioén y/o la estructura en
las condiciones en las que es imposible
sintetizar una pared celular normal (Madrid

et al., 2006).

3.1 Regulacion de la biosintesis
de B(1,3)-glucano

El  B(1,3)-glucano es el
polimero que se deposita en la nueva pared
en formacion y probablemente en torno a ¢l

primer

se ensamblan el resto de los componentes
(Osumi et al., 1989; Roh et al., 2002). Rholp
es la subunidad reguladora de la actividad 3
(1,3)-glucan sintasa (B-GS) y actlia como un
interruptor molecular que cicla entre una
forma activa (unida GTP) y una forma
inactiva (unida a GDP) (figura 10). Como ya
hemos visto anteriormente, Rholp estimula
la actividad B-GS en su forma prenilada y
unida a GTP (Arellano et al., 1996), lo cual
explicaria de manera muy simple el
mecanismo por el cual la célula puede
B(1,3)-glucano

controlar la sintesis de

(figura 8).

Rholp es una molécula central en la
regulacion coordinada de la biosintesis del 3
(1,3)-glucano y otros procesos que participan
en la secrecion polarizada (Garcia et al.,
2006b; Pérez and Rincon, 2010).

3.1.1 La GTPasa Rholp

Rholp es esencial en S. pombe y no se
han descrito mutantes puntuales, ésta es una
de las razones por las cuales es dificil separar
su papel en la biosintesis de la pared celular,

21



de su papel como regulador del citoesqueleto
de actina o en la secrecion polarizada.

Las células que sobreexpresan rhol"
poseen una pared mucho mas gruesa y en
ocasiones aparecen células encadenadas.
Cuando se elimina la expresion de rhol”
(cambiando su promotor por un promotor
reprimible por tiamina), disminuye la
actividad B(1,3)-glucan sintasa y las células
se lisan la mayoria como parejas justo en el
momento de la separacion, lo que indicaria
un papel fundamental de Rholp en
citocinesis (Arellano et al., 1997; Arellano et
al., 1996).

Rholp esta también implicada en otros
procesos morfogenéticos. Rholp funciona
por debajo del marcador de polaridad Tealp,
y se localiza en los lugares de crecimiento
celular, polos y septo (figura 11). La
disminucion progresiva de Rholp en las
células produce la desaparicion de la actina
polimerizada, mientras que un incremento de
su expresion da lugar a puntos de actina

mayores y distribuidos aleatoriamente por
toda la célula (Arellano et al., 1997; Nakano
et al., 1997).

Parece ser que un equilibrio adecuado
en la activacion de Rholp es importante para
la regulacion del citoesqueleto de actina, sin
embargo aun no se ha descrito ninguna
proteina que medie en este proceso. No estd
claro si alguna de las forminas de S. pombe
interacciona con Rholp y tampoco hay
ningun estudio que relacione a Rholp con el
complejo Arp2/3 (revisado en Garcia et al.,
2006b).

3.1.1.1 Los
GTPasa Rholp

reguladores de la

Rholp y en general las GTPasas actuan
como interruptores moleculares que ciclan
entre una forma activa (unida GTP) y una
forma inactiva (unida a GDP) (figura 10). El
estado unido a nucledtido es regulado por
“guanine exchange factors” (GEFs), que
intercambian GDP por GTP activando a la

Senales intra y extracelulares

Figura 10. Regulacién del
ciclo de las GTPasas. Los
GEFs favorecen el intercambio
de GDP por GTP activando a
la GTPasa. Los GAPs favore-
cen la hidrolisis de GTP inacti-
vando a la GTPasa. Los GDIs,
secuestran a la GTPasa en su
forma prenilada impidiendo
que se una a la membrana
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GTPasa, y la subsiguiente hidrolisis del GTP
es acelerada por las “GTPase activating
proteins” (GAPs) que la inactivan. Su
asociacion a la membrana es controlada por
GDIs de “GDP disociation inhibitor” que
secuestran a la GTPasa en el citoplasma
uniéndose a su forma prenilada e impidiendo
que ¢ésta se localice en la membrana donde
GEFs y GAPs
modulan la actividad de Rholp y por
consiguiente deberian modular la actividad
glucan sintasa y la biosintesis de la pared
celular (Garcia et al., 2006b).

desarrolla su actividad.

Hasta ahora se han identificado tres
GEFs de Rholp, denominados Rgflp, Rgf2p
y Rgf3p, tres reguladores negativos, Rgalp,
RgaSp y Rga8p y una proteina GDI, Rdilp
(Nakano et al., 2003; Nakano et al., 2001;
Yang et al., 2003). Rdilp, es el unico GDI de
S. pombe, que también se une a Rhodp y a
Cdc42p, aunque se desconoce el proceso
celular en el que participa (Nakano et al.,
2003). Es posible que ademas de los
descritos, otros GEFs y GAPs controlen la
actividad de Rholp en S. pombe.

rgf3" fue clonado en nuestro
laboratorio por complementacion de un
mutante  hipersensible a drogas que
interfieren con la biosintesis de la pared
celular. Es un gen esencial y la disminucion
de su expresion causa lisis celular, con un
fenotipo muy similar a la disrupcién de
rhol” (figura 13). La expresion de rgf3"
presenta un pico durante la septacion de una
manera dependiente de Ace2p y la proteina
se localiza exclusivamente en la region del
septo, como un anillo que se contrae (figura
11) (Iwaki et al., 2003; Morrell-Falvey et al.,
2005; Mutoh et al., 2005; Tajadura et al.,
2004).

Se ha visto que Rgf3p activala B-GSvy
que controla la cantidad de -glucano de la
pared celular. Es probable que Rgf3p
estimule, a través de Rholp, a una glucan
sintasa cuya funcién sea crucial para la
correcta septacion. También, podria ser
necesaria para el reclutamiento de Rholp en
esa zona (Tajadura et al., 2004).

rgfl” y rgf2", también son activadores
de Rholp (Garcia et al., 2006a; Mutoh et al.,
2005). Rgflp regula especificamente a
Rholp durante el crecimiento polarizado
(Garcia et al., 2006a). Rgflp se localiza en
los polos en células en interfase y en el septo
de division en células en mitosis (figura 12).
Durante la formacion del septo forma una
placa de fluorescencia similar a la observada
en el caso de Rholp. Rgflp activa el
complejo B-GS que lleva a Bgs4p y participa
en la activacion del crecimiento del polo
nuevo durante NETO. En ausencia de Rgflp
la actina se mantiene mayoritariamente en el
polo antiguo y las células crecen solo por
este polo.

Los mutantes rgf/A son sensibles a
caspofungina y se lisan solo por uno de polos
(figura 13). Curiosamente mientras que
otros mutantes con defectos en crecimiento
bipolar como tealA, tea4A y bud6A crecen a

GFP-R

GFP-Rho1p

Figura 11 . Localizacion de GFP-Rholp y GFP-Rgf3p
mediante microscopia confocal.
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la misma velocidad que la cepa silvestre, los
mutante rgfIA crecen mas despacio y la
viabilidad es menor. Esto se debe
probablemente a que el fallo al iniciar el
crecimiento bipolar coincide con la lisis
celular, acoplando por consiguiente una
transicion en el estadio de polaridad con la
biosintesis de la pared celular (Garcia et al.,
2006a).

Rgf2p es esencial en el proceso de
diferenciacion sexual (Garcia et al., 2009a).
La proteina Rgf2p marcada con GFP se
localiza en la periferia de la espora
probablemente asociada a la membrana
interna de las mismas. Las ascosporas
producidas a partir de cruces homozigdticos
rgf2A son oscuras, inmaduras y su porcentaje
de supervivencia es del 1% comparado con
las ascoporas silvestres. Este fenotipo es muy
parecido al de las ascosporas mutantes bgs2
A, (la B-GS especifica del proceso de
esporulacion). De hecho, el fenotipo de las
esporas procedentes de los cruces
homozigoéticos rgf2A bgs2A es practicamente
indistinguible del de las esporas procedentes
de los cruces de los mutantes rgf2A x rgf2A o
bgs2A x bgs2A. Ademas la actividad B-GS
también estd disminuida en los diploides rgf2
A en condiciones de esporulacion.

Figura 12 . Localizacion de la proteina Rgflp marcada
con GFP durante el crecimiento vegetativo.

ehs 2-1(37°C)

rgf1A (28°C)

Figura 13 . Fenotipo de lisis en el mutante ehs2-1 (rgf3),
3h a 37°C. Las células se lisan es parejas. En el mutante
rgflA las células se lisan individualmente.

Rgf2p también desempefia un papel en
el crecimiento vegetativo. La cepa rgflIA rgf2
A es inviable mientras que cada uno de los
mutantes individuales es viable. Ademas, la
sobreexpresion de Rgf2p (con su propio
promotor en un plasmido multicopia) es
capaz de suprimir totalmente el fenotipo de
hipersensibilidad a caspofungina del mutante
rgfIA 'y parcialmente el defecto en

crecimiento bipolar (Garcia et al., 2009a).

En cuanto a los GAPs conocidos de
Rholp, ninguno es esencial aunque se ha
visto que la eliminacién de rgal " ralentiza el
crecimiento 'y produce alteraciones
morfologicas similares a las producidas por
la sobreexpresion de Rholp (Nakano et al.,
2001). rga5" participa en la regulacion de la
actividad B-GS y en el mantenimiento de la
integridad celular (Calonge et al., 2003). Por
su parte, rga8" se aisld en una busqueda de
proteinas que interaccionan con Pakl1/Skhlp
pero su funcion apenas se conoce (Yang et
al., 2003).

3.1.1.2 Los
GTPasa Rholp

efectores de la

Rholp es capaz de activar la sintesis
del PB(1,3)-glucano
efectores. En S. cerevisiae Rholp activa a

a través de otros
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Pkclp y ésta a su vez activa la ruta de MAP
kinasas implicada en el mantenimiento de la
integridad celular (Kamada et al., 1996;
Levin, 2005a; Nonaka et al., 1995) (figura
14).

En S. pombe se han descrito dos
proteinas homologas a Pkcl: Pcklp y Pck2p
(Toda et al.,, 1993). Rholp en su estado
activo interacciona con Pcklp y Pck2p
(Arellano et al., 1999b; Sayers et al., 2000).
Aunque no estd muy claro el modo en que
Rholp regula a Pcklp y Pck2p parece que su
presencia estabiliza a ambas proteinas y
también es necesario para que éstas se
localicen correctamente (Arellano et al.,
1999b).

Se ha demostrado que Pck2p es un
regulador activo de la enzima [(1,3)-glucan
sintasa (Arellano et al., 1999b) y parece por
tanto que Rholp es capaz de activar
indirectamente la [(1,3)-glucan sintasa a
través de Pck2p.

3.2 Regulacion de la biosintesis
de a(1,3)-glucano

Otra GTPasa perteneciente a la familia
Rho, Rho2p, parece ser la responsable de la
regulacion de la biosintesis del o(1,3)-
glucano en S. pombe. Rho2p se localiza en
las zonas de crecimiento y aunque no es
esencial, su interrupcion genera células
redondeadas y este fenotipo no se suprime
por la sobreexpresion de rhol ™" (Hirata et al.,
1998).

Existen una serie de evidencias que
relacionan a Rho2p con la biosintesis de o
(1,3)-glucano. La sobreexpresion de rho2", a

diferencia de la de rhol’, produce un
aumento en la cantidad de o(1,3)-glucano de
la pared y este aumento no se produce en los
mutantes pck2A (Calonge et al., 2000). Por
otro lado, Pck2p es necesaria para que la o
(1,3)-glucan sintasa, Moklp, se localice
correctamente 'y desarrolle su actividad
catalitica (Katayama et al., 1999a).

Ademas, se sabe que Rho2p y Pck2p
estdn intimamente relacionadas, ya que
interaccionan fisicamente y los mutantes en
estos dos genes presentan fenotipos
similares, una pared celular mas delgada y
sensibilidad al tratamiento con [-glucanasas
(Arellano et al., 1999b; Calonge et al., 2000).
El modo en que Rho2p interacciona con
MoklIp no esta del todo claro, sin embargo
todos los datos apuntan a que esta

interaccion se produce a través de Pck2p.

Ademas de su papel en la biosintesis
de la pared celular, Rho2p también participa
a través de Pck2p en la regulacion de la
cascada de MAP kinasas liderada por Pmk1p
(llamada cascada de integridad celular) (ver
Apartado 4.2) (Loewith et al., 2000; Ma et
al., 2006; Sengar et al., 1997; Sugiura et al.,
1999; Toda et al., 1993; Zaitsevskaya-Carter
and Cooper, 1997).

En resumen Rho2p activa a través de
Pck2p la biosintesis de a-glucano y la ruta
de MAPK Mkhlp-Peklp-Pmklp.
Recientemente se han descrito dos proteinas
con actividad GAP para Rho2p que parecen
especificar diferentes funciones. Rga2p
regula la morfologia de la célula y aquellas
funciones de Rho2p mas relacionadas con la
sintesis de a-glucano. (Villar-Tajadura et al.,
2008). Rgadp es un GAP de Rho2p que
modula negativamente la ruta de MAPK de
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integridad y su principal efector la MAP
kinasa Pmk1p (Soto et al., 2010).

3.3 Papel de Cdc42p, Rho3p y
Rho4p en la estructura vy
remodelacion de la pared celular

Un gran nimero de estudios en
diversos organismos han desvelado que las
GTPasas de bajo peso molecular funcionan
como moléculas de sefalizacion claves en el
desarrollo de la polaridad. La familia Rho en
S. pombe estd compuesta por seis miembros:
Cdc42p, Rholp, Rho2p, Rho3p, Rhodp y
Rho5p. De los cuales s6lo dos, Cdc42p y
Rholp, son esenciales para la supervivencia
de la célula (Pérez and Rincon, 2010).

3.3.1 Cdc42p

En S. pombe, Cdc42p participa en el
control del crecimiento celular polarizado y
es necesaria para mantener la morfologia
cilindrica tipica de esta levadura. Las células
que carecen de actividad Cdc42p son
redondeadas, pequenas y densas y son
incapaces de conjugar (Miller and 1., 1994).
Los mutantes de algunos activadores y
efectores de Cdc42p presentan una
morfologia redondeada y defectos en la
formacion de los cables y parches de actina
(Hirota et al., 2003; Martin et al., 2007;
Murray and Johnson, 2001; Ottilie et al.,
1995; Sells et al., 1998).

Cdc42p junto con Budbp es necesaria
para activar y localizar a la formina For3p
encargada de la formacion de los cables de
actina (Glynn et al., 2001; Martin et al.,
2007). Un mutante puntual de esta GTPasa,
cdc42-1625, presenta unos cables muy cortos
y finos y defectos en la localizacion de

For3p. Cdc42p libera el estado auto-inhibido
y por tanto inactivo de For3p (Martin et al.,
2007).

En S. pombe el ensamblaje de los
parches de actina tiene lugar al menos por
dos vias diferentes; una depende de Wsplp y
la verprolina Vrplp, y la otra depende de la
miosina Myolp, ambas rutas convergen para
activar al complejo Arp2/3 (Sirotkin et al.,
2005). En S. cerevisiae Cdc42p controla la
localizacion y la activacion del complejo
formado por Beelp, miosinas de tipo I y
Vrpl, sin embargo en S. pombe no se sabe si
existe interaccion entre Cdc42p y los
activadores del complejo Arp2/3 .

Cdc42p se localiza en los polos, en el
sitio de division y en endomembranas (Merla
and Johnson, 2000). Se han identificado dos
activadores de Cdc42p, Scdlp y Geflp, un
regulador negativo, Rgadp y dos efectores
directos, las proteinas kinasas denominadas
Paklp/Shk1p/Orb2p y Pak2p/Shk2p (p21-
GTPase-activated protein kinase) (Coll et al.,
2003; Hirota et al., 2003; Ottilie et al., 1995;
Sells et al., 1998).

Scdlp es un activador de Cdc42p y un
efector de Raslp. Scdlp es necesario para la
respuesta sexual y durante el crecimiento
vegetativo para mantener la morfologia
activando la ruta Raslp-Scdlp-Cdc42p-
Paklp. Geflp actua principalmente durante
la citocinesis, aunque los mutantes geflA
también presentan defectos en NETO.
Recientemente se ha visto que la kinasa
Orb6p controla la localizacion de Cdc42p
activo probablemente a través de Geflp (Das
et al., 2009).

El tnico GAP conocido de Cdc42p es
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Rgadp. Rgadp se localiza en el septo y forma
un cinturéon amplio en la zona central pero
esta excluido de los polos. Rgadp
interacciona con la kinasa Pomlp (esencial
en NETO). En el mutante pomIA, Rgadp se
localiza (de forma aberrante) en el polo que
no crece y en consecuencia Cdc42p se
distribuye de manera monopolar (Tatebe et
al., 2008).

Los efectores de Cdc42p mejor
conocidos son las proteinas PAK, Shklp/
Paklp/Orb2p y Shk2p/Pak2p. shkl™ es un
gen esencial necesario para el crecimiento
polarizado, control de la progresion del ciclo
celular, citocinesis y conjugacion (Kim,
2003; Loo and Balasubramanian, 2008;
Marcus et al.,, 1995; Ottilie et al., 1995;
Verde et al., 1995). shk2" no es esencial y
sus funciones parecen ser redundantes con
respecto a las de shkl™ (Merla and Johnson,
2001; Sells et al., 1998; Yang et al., 1998).

3.3.2 Rho3p y Rho4p

Rho3p y Rhodp participan en la
regulacion de la secrecion Durante la
separacion celular.

En S Rho3p esta
involucrada en el transporte de las vesiculas
endociticas a través de los cables de actina y
en el anclaje de éstas a la membrana
plasmatica (Adamo et al., 1999). En S.
pombe, los mutantes nulos rh03A presentan
células multitabicadas y acumulan vesiculas
a 37°C. Rho3p interacciona con la formina
For3p y modula las funciones del exocisto
(Nakano et al., 2002; Wang et al., 2003).

cerevisiae,

Rho4p es la tinica GTPasa de la familia
Rho que se localiza exclusivamente en la

region de division. Esta proteina es necesaria
para la degradacion del septo durante la
citocinesis y regula la secrecion 'y
localizacion de las glucanasas Agnlp y
Englp (Nakano et al., 2003; Santos et al.,
2003; Santos et al., 2005).

3.3.3 Rho5p

Rho5p es una proteina muy parecida a
Rholp (86% de identidad). Se expresa bajo
condiciones de estrés y en ausencia de
Rholp. Cuando falta Rholp, Ila
sobreexpresion de Rho5p mantiene la
actividad B-GS y la organizacién del
citoesqueleto de actina, aunque de forma
menos eficiente (Nakano et al., 2005; Rincon
et al., 2005).

4. La ruta de MAPK Pmkip
el mantenimiento de = la

integridad celular en S. pombe

En S. pombe se han descrito tres
cascadas de MAPKs hasta el momento: la de
respuesta a feromonas, con Spklp como
MAP kinasa (Gotoh et al., 1993); la de
respuesta a estrés en la que Stylp/Spclp es la
MAPK (Shiozaki and Russell, 1995a) y la de
mantenimiento de la integridad celular
liderada por Pmk1p/Spmlp (MAPK).

4.1 Composicion de la ruta de
MAPK liderada por Pmklp

La cascada de senalizacion de
mantenimiento de la integridad celular esta
constituida por tres kinasas Mkhlp, Peklp/
Skhlp y Pmklp/Spmlp (Loewith et al.,
2000; Ma et al., 2006; Sengar et al., 1997;
Sugiura et al.,, 1999; Toda et al.,, 1993;
Zaitsevskaya-Carter and Cooper, 1997)
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(figura. 14).

La eliminacion de cualquiera de estas
kinasas provoca alteraciones morfoldgicas y
c¢lulas multitabicadas en condiciones de
estrés (37°C, 1M KCl), hipersensibilidad a 3-
glucanasa y a caspofungina y defectos en
fusion vacuolar (Bone et al., 1998; Garcia et
al., 2009b; Sengar et al., 1997). Todos estos
defectos sugieren wuna funcién en
homeostasis i6nica y en la biosintesis de la
pared aunque también podria
participar en otros procesos todavia no

determinados de manera clara.

celular

Mkh1 (Mek Kinase Homolog 1) es la
MAPKKK que en su estado activo fosforila a
Peklp (Sengar et al., 1997). Peklp (pombe
mEK1), también denominada Skhlp, es la
MAPKK y se comporta como un interruptor
molecular actuando como un potente
regulador negativo de Pmklp cuando esta
desfosforilada, de tal manera que la ruta
carece de actividad basal, y como activador
de Pmklp, cuando Pmklp estd fosforilada
(Sugiura et al., 1999). Este mecanismo
contribuye a que en S. pombe exista una
respuesta de todo o nada en esta via de
MAPKSs, diferenciandose de lo que ocurre en
S. cerevisiae donde la ruta estd siempre
activa (Martin et al., 2000a).

Pmklp (S. pombe MAP Kinase 1),
también denominada Spmlp, es la MAPK de
la ruta de integridad. Pmklp es fosforilada
por Peklp en los residuos Thr'*® y Tyr'®
(Loewith et al., 2000; Sugiura et al., 1999) y
desfosforilada e inactivada por la fosfatasa
Pmplp (S. pombe MAP kinase phosphatase
1) (Sugiura et al., 1998). Sin embargo, ain
no se sabe como se transmite la sefial desde
Pmklp hacia un “desconocido factor de

transcripcion”. Las tres kinasas se localizan
en la zona del septo. Mkhlp y Peklp se
localizan en el citoplasma y s6lo Pmklp se
localiza a la vez en el citoplasma y en el
nucleo pero su localizaciébn no cambia en
condiciones de estrés (Madrid et al., 2006).

Recientemente se ha descrito que el
factor de transcripcion Atflp es fosforilado
por Pmklp en condiciones de dano en la
pared (Takada et al., 2007). Estos autores
proponen que las rutas de respuesta a estrés y
la de integridad celular convergen en el
factor de transcripcion Atflp, para activar la
expresion de determinados genes que reparen
los danos producidos en la pared celular. Sin
embargo, no se conocen genes relacionados
con la biosintesis de la pared celular cuya
expresion dependa de Atflp (Chen et al.,
2003).

4.2 Activacion de la ruta de
integridad en S. pombe

Pmklp se induce por multiples
condiciones de estrés: estrés hiper o hipo-
osmotico, ausencia de glucosa, dafio en la
pared celular, alta temperatura y estrés
oxidativo (Madrid et al., 2006). En todos los
casos, la activacion de Pmklp depende
completamente de Mkhlp y de Peklp, sin
embargo, no todos los tipos de estrés activan
la cascada a través de Rho2p y de Pck2p. Un
ejemplo es la activacion de la ruta por estrés
oxidativo que es totalmente independiente de
Rho2p y de Pck2p (Barba et al., 2008).

La mayoria de los activadores de la
cascada se han aislado por que las cepas
mutantes de los componentes de esta ruta son
capaces de antagonizar los efectos de la
eliminacion de la calcineurina en la
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homeostasis i6nica. La eliminaciéon de la
subunidad catalitica de la calcineurina,
Ppblp o la inhibicion de su actividad
mediante inmunosupresores (como FK506),
produce hipersensibilidad a Cl', mientras que
la inactivacion simultdnea de alguno de los
miembros de esta ruta de MAPK suprime
este fenotipo.

Basandose en esta interaccion se ha
descrito el fenotipo vic (Viable in the
presence of Immunosuppressant
Chlorine ion), y se ha visto que todos los
mutantes nulos de los componentes de la
cascada de integridad presentan
fenotipo, es decir son viables en presencia
del inmunosupresor FK506 y altas
concentraciones de MgCl, (Sugiura et al.,
1999; Sugiura et al., 1998).

and

este

Para buscar nuevos componentes de la
ruta de integridad se realizo un “screening”
de mutantes de fenotipo vic. Primero se
identificé una cepa mutada en el gen cppl”,
que codifica la subunidad B de la farnesil-
transferasa encargada de catalizar la
prenilacion de las GTPasas Rho2p y Rho3p,
y esto condujo a la identificacion de Rho2p
como un nuevo miembro de la ruta de
MAPK, ya que los mutantes 7#02A también
presentan el fenotipo vic (Ma et al., 2006).
La sobreexpresion de rho2" deja de ser letal
cuando se elimina Mkhlp, Peklp o Pmklp
de la célula, y lo mismo ocurre al
sobreexpresar pck2”, lo cual sitiia a Rho2p y
a Pck2p por enzima del modulo de MAPK
de la ruta de integridad celular. Ademas la
sobreexpresion de rho2" o pck2” incrementa

en gran medida los niveles de fosforilacion

M b=

Bl _

\@
Pck2
Pekl 0 e

x’

iAtf1? Nicleo

Figura 14 : La ruta de integri-
dad celular en S. pombe. Cuando
en la célula se producen dafios en
la pared u otros tipos de estrés
como estrés osmotico, etc), una
sefial es probablemente transmiti-
da a un sensor de superficie que
activa a Rgflp/Rholp, a Rho2p y/
o0 a otra molécula todavia no iden-
tificada. Esta sefial activa a
Pck2p, que a su vez activa a
Mkhlp y con ello al modulo de
MAPK Mkhlp-Peklp-Pmklp. Se
desconoce la activacion transcrip-
cional que desencadena en el
nucleo la fosforilacion de Pmklp.
Las fosfatasas Pmplp, Pyplp,

Pekl

4\

Pyp2p y Ptclp son necesarias
para inactivar a Pmklp, una vez
transmitida la sefial
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de Pmkl1p (Ma et al., 2006).

Recientemente se ha descrito Rgflp
como uno de los reguladores de la cascada
(Garcia et al., 2009b). Los mutantes rgf/A
muestran el fenotipo vic y son incapaces de
crecer a altas concentraciones de KCI, ambos
fenotipos caracteristicos de los mutantes de
la cascada. Rgflp es necesario para Ia
la  MAPK Pmklp en
respuesta a estrés osmodtico y a estrés
producido por dafios en la pared y actia por
encima de Rho2p y de Pck2p (Garcia et al.,
2009b) y resultados no publicados de nuestro
laboratorio).

fosforilacion de

4.3 La ruta PKC de integridad
en S. cerevisiae

En §. cerevisiae la ruta de sefializacion
mas importante que controla el ensamblaje
de la pared es la ruta PKC (figura 15). Esta
ruta, denominada también ruta de integridad
celular, se induce durante los periodos de
crecimiento polarizado, como la emergencia
de la yema o la formacion de la proyeccion
sexual durante la conjugacion, o en respuesta
a condiciones ambientales que amenazan la
estabilidad de la pared celular, tales como
estrés térmico, crecimiento en medio hipo-
osmoético o mutaciones que afectan a la
estructura de la envoltura (revisado por
Lessage and Bussey, 2006; Levin, 2005b).

Esta ruta lleva un modulo “sensor” o
“modulo de deteccion” que activa a Rholp.
Rholp activa a Pkclp y el modulo de MAP
kinasas, constituido por la MEKK Bcklp, las
MEKSs redundantes Mkklp y Mkk2p y la
MAPK SIt2p (también denominada Mpklp).
La falta de cualquiera de estas proteinas (en
el caso de las MEKSs redundantes, la ausencia

de ambas) conduce a un fenotipo de
termosensibilidad suprimible por
estabilizacion osmotica, lo que indica que
existe un defecto en la construccién de una
pared celular funcional.

Una vez activada, Slt2p fosforila a los
factores de transcripcion Rlmlp y Swi4/6, lo
que produce la transcripcion de genes
relacionados con el control de la progresion
del ciclo celular y con la biosintesis de la
pared celular como FKSI", FKS2"y CHS3".

En S. cerevisiae, Rholp estd regulado
por proteinas GEFs y GAPs. Rom1p, Rom2p
y Tuslp son proteinas GEF. Romlp y
Rom2p tienen funciones redundantes en la
regulacion de Rholp y participan en la
biosintesis de la pared celular y en los
mecanismos de respuesta a estrés. Tuslp y
en menor medida Rom2p estan implicadas en
la localizacion y activacion de Rholp
durante la citocinesis. Ambas se regulan por
fosforilacion dependiente de la polo kinasa,
Cdc5p (Yoshida et al., 2006; Yoshida. S. et
al.,, 2009). Bem2p, Sac7p, Bag7p y Lrglp
son proteinas con actividad GAP descritas
para la GTPasa Rholp (Park and Bi, 2007).

Rholp, ademés de su papel crucial en
la activacion de Pkclp, activa a las B-GS,
Fkslp y Fks2p, a las forminas Bnilp y
Bnrlp, al factor transcripcional Skn7p y al
componente del exocisto Sec3p. Todas estas
proteinas participan en la biosintesis de la
pared celular, en la polarizaciéon del
citoesqueleto de actina y en la exocitosis
(Levin, 2005b).
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Figura 15: La ruta MAP kinasa de integridad celular en S. cerevisiae. Los receptores Wscp, Mid2p y Mtllp
sefializan y activan a Rholp a través de su GEF Rom2p. Rholp activa a través de Pkclp la cascada de MAP
quinasas de la ruta de integridad que activan, a través del factor de transcripcion Rlmlp, la expresion de genes
relacionados con la sintesis de la pared celular como FKSI, FKS2, y CHS3. Rholp estimula la sintesis de [3-
glucano directamente como subunidad reguladora de las $-GS Fks1p y Fks2p. Rholp también regula a través de
la forminas Bnilp y Bnrlp la nucleacion de cables de actina y junto a Sec3p la exocitosis. Sec3p como parte del
complejo del exocisto marca los lugares de secrecion polarizada reclutando las vesiculas de secrecion en lugares
concretos de la célula. Tor2p, un sensor nutricional también sefializa a través de Rholp y Pkclp para controlar

la reorganizacion del citoesqueleto de actina.

4.4 Las proteinas “sensoras” y
la ruta de integridad en S. cerevisiae

En S. cerevisiae se han identificado
dos familias de proteinas de membrana que
podrian ser los “sensores” que activan la ruta
Pkclp en respuesta a distintas condiciones de
estrés: la familia Wsc formada por Slglp/
Wsclp, Wse2p y Wse3p (Verna et al., 1997),
y la familia Mid2p formada por el par Mid2p

y Mtllp (Ketela et al., 1999; Rajavel et al.,
1999).

Estas familias de sensores se
encuentran distribuidas uniformemente en la
membrana plasmatica 'y parece que

responden a distintos estimulos, lo que se
deduce por la diferente sensibilidad al estrés
las

externo que presentan cepas con

mutaciones en estos genes (Reinoso-Martin
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et al., 2003; Verna et al., 1997; Vilella et al.,
2005). Una busqueda utilizando los “arrays”
de expresion disponibles en la base de S.
cerevisiae  (http://www.yeastgenome.org/),
muestra que los genes MID2, MTLI y los
genes WSC presentan distintos patrones de
expresion, indicando que estos sensores
median la sefializacion en condiciones
diferentes. Ademas estos genes integran una
red compleja de interacciones genéticas,
como la interaccion de letalidad sintética del
mutante doble wscIA mid2A; la exacerbacion
del fenotipo de los mutantes wsc/A wsc2A,
wsclIA wsc3A 'y de mid2A  mtlIA; y la
supresion por MID?2 del fenotipo de wscIA'y
de wsc2A. (Ketela et al., 1999; Rajavel et al.,
1999; Verna et al., 1997). En conjunto, los
datos indican que estos genes podrian estar

serie de funciones,
y otras parcialmente

desempefiando una
algunas distintas
redundantes.

Los sensores caracterizados son
proteinas transmembranales que poseen: 1)
un péptido sedial, 2) un ectodominio
peripldsmico rico en serinas y treoninas
(STR), 3) un unico dominio transmembrana,
que conecta las proteinas con la larga region
extracelular, y 4) un “pequefio” dominio
citoplasmatico en el extremo carboxilo
terminal. Las regiones extracelulares estan
altamente O-manosiladas y esta modificacion
se cree que confiere rigidez a estas proteinas,
pudiendo funcionar como antenas o
detectores del estado de la pared (Philip and
Levin, 2001). Cada uno de estos dominios
es indispensable para la funcion “in vivo” del
sensor (Lodder et al., 1999) Sin embargo, la
naturaleza de la sefial que detectan estas
proteinas y como se transmite esta sefial aun
no se conocen.

Cuando se producen dafios en la pared
celular, los ”sensores” activan a la GTPasa
Rholp reclutando a su GEF Rom2p a la
membrana plasmatica. (Philip and Levin,
2001). Este reclutamiento es inhibido por la
fosforilacion de ciertos residuos de serina en
la cola citoplasmica de Wsclp (Vay et al.,
2004). En el caso de Mid2p la interaccion de
la cola citoplasmica de Rom2p parece estar
regulada ademds por otro mediador Zeolp
(Green et al., 2003).

El dominio WSC es una region rica en
cisteinas (también conocida como CRD
“cistein rich domain”), y se ha encontrado en
mas de 80 proteinas a lo largo de la escala
biologica (desde virus a células animales).
Debido a su presencia en dos exoglucanasas
fingicas se piensa que podria interaccionar
con glucanos.

Recientemente se ha visto en el caso de
Wsclp que la mutacion de una unica cisteina
del dominio CRD elimina la funcion del
sensor. Este dominio podria mediar el
agrupamiento de varias moléculas de “Wsc”
en la superficie celular en respuesta a estrés,
formando lo que se denomina un
“sensosoma” (Heinisch et al., 2010b). Segin
estos datos, el dominio WSC podria
funcionar como mediador de interacciones
proteina-proteina, ademas de su funcion de
union a glucanos.

Los otros dos sensores, Mid2p y Mtllp
carecen del dominio WSC, sin embargo se
ha visto que la funcion de Mid2p depende de
una asparragina N-glicosilada cerca del
extremo amino-terminal. Por comparacién
con el dominio WSC, esta zona podria
funcionar como un “grupo de cabeza” que
contacte con los glucanos (Hutzler et al.,
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2008 ).

(Por qué se llaman mecanosensores?
Aunque no esta totalmente demostrado, las
caracteristicas  estructurales de estas
proteinas son consistentes con su posible
funcién como “mecanosensores”. El dominio
transmembrana las ancla a la membrana
plasmatica mientras que la “cabeza” o
dominio WSC permite una interaccion
dindmica con la pared celular. La region rica
en serinas y treoninas adoptaria una
estructura en forma de varilla, debida a la O-
manosilacion. La tension producida en la
membrana plasmatica o en la pared celular
generaria la fuerza mecéanica en la parte
extracelular del sensor, y los cambios de
conformacion inducidos en éste podrian ser
transmitidos a la cola citoplasmica,
permitiendo que se desencadene una
respuesta celular (figura 16).

Recientemente, utilizando el
microscopio de fuerza atdmica, se han
encontrado nuevas evidencias que podrian
explicar un poco mejor este posible
mecanismo de acciéon (Dupres et al., 2009;
Heinisch et al.,, 2010a). Estas evidencias
sugieren que la regién rica en serinas y
treoninas (STR) confiere al sensor Ia
estructura de wun “resorte”, con una
“conexion rigida” entre el dominio
transmembrana y el dominio WSC. De
hecho, los autores han visto que un menor
grado de manosilacion o la insercion de
glicinas no manosiladas en la region STR,
elimina las propiedades del resorte (Dupres
et al., 2009; Heinisch et al., 2010a).

(Cual es la especificidad de estos
sensores? ;Como pueden reaccionar las
células a diferentes tipos de senales si todos

SIN ESTRES A

Wscip
O O

CON ESTRES B
estrés  estrés

Figura 16: Posible mecanismo de accion de los senso-
res. A) En ausencia de estrés el dominio Wsc interaccio-
na con los glucanos. Los glucanos estan representados
por cadenas unidas por hexagonos naranjas. La union al
dominio Wsc debe ser pasajera para permitir el movi-
miento lateral del sensor en la pared y en la membrana
plasmatica. Al dominio Wsc le sigue el dominio rico en
Serinas y Treoninas (STR, rojo) y las lineas en azul indi-
can O-manosilaciéon. A continuaciéon viene un unico
dominio transmembrana (cilindro rojo) y la cola citoplas-
mica (curvada) que no es competente para activar a
Rom2p y a Rholp (circulos azul y amarillo, respectiva-
mente). B) En presencia de estrés, los glucanos encojen
haciendo presion sobre el resorte Wsc-STR. El cambio
conformacional producido en el dominio citoplasmico
del sensor (barra roja) ahora permite su interaccion con
Rom2p, que a su vez activa a Rholp y sefializa a otros
componentes de la ruta de integridad. (Tomado de Hei-
nish et al., 2010b. PLoS One).
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los sensores confluyen hacia Rholp y unos
pocos componentes de la cascada de
sefalizacion? Puesto que hay varios
sensores, seria de esperar desde el punto
vista evolutivo que tuvieran diferentes
especificidades o bien que regulasen
diferentes procesos o que desempefiasen la
misma funcién pero en un compartimento
celular diferente.

En S. cerevisiae, Rholp con al menos
cuatro efectores (Pkclp, Fkslp, Bnilp y
Sec3p) y muchos pares de GAP-GEFs (ver
Apartado 4.3), participa en multitud de
procesos tales como la polarizacion celular,
la sintesis de la pared celular y la secrecion.
Rholp se encuentra en el centro de multiples
rutas de sefalizacion y funciona como un
integrador de sefiales. Por ejemplo, andlisis
de supresion indican que Mid2p y Wsclp
sefializan hacia Rholp pero con diferentes
vias de salida. Con Mid2p-activada, Rholp
sefializa hacia Pkclp, mientras que la
activacion de Wsclp estimula la actividad de
Fks1 y de Pkclp a la vez (Green et al., 2003;
Sekiya-Kawasaki et al., 2002).
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OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis ha sido la caracterizacion de nuevos componentes que
actiien por encima de la ruta Rholp/Pcklp/Pck2p que regula la integridad celular en Schizo-
saccharomyces pombe.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

-Caracterizar las proteinas Mtl2p y Wsclp de S. pombe que poseen una estructura simi-
lar a los “sensores” de S. cerevisiae.

-Estudiar el papel de estas proteinas (Mtl2p y Wsclp) como posibles reguladores de la
biosintesis de la pared celular y de las rutas de sefializacion que responden a cambios en la
misma.
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1.Microorganismos utilizados

En este trabajo el organismo
mayoritariamente utilizado ha sido
Schizosaccharomyces pombe. En la Tabla I
que se presenta a continuacion se detallan las

cepas usadas asi como su procedencia y

caracteristicas genéticas.

Estas cepas de S. pombe se conservan
en glicerol al 15% a —78°C.

Para realizar los trabajos de clonacion
molecular se utilizaron también diferentes
estirpes de Escherichia coli. Estas estirpes

TABLA I: Estirpes empleadas en este trabajo

Nombre Genotipo Procedencia
YS64 h™ leul-32 his3D1 ura4D-18 ade6M210 Colecciéon YSM
MS176 h" 972 Coleccion YSM
YS 1215 h" mt12::his3" leul-32 ura4D-18 ade6M210 Colecciéon YSM
YS 1220 h™ mtl2::his3" leul-32 ura4D-18 ade6M210 Coleccion YSM
GRG12 h" ura4D18 his3D1 leul-32 ade6M210 wscl : -kanMX6 Colecciéon YSM
GRGI15 h™ura4D18 his3D1 leul-32 ade6M210 wscl::kanMX6 Coleccion YSM
SC-13 h* spc]HA6H:um4+ leul-32, his3D1,ura4D-18, ade6M210 Coleccion YSM
SC-19 h™ mtl2: :his3+pmk1-HA 6h:urad,ura4D-18,his3d1,leul-32,ade6M Este trabajo
SC-24 h spc]—HA6h:ura4+wsc]::kanMX6, ura4D-18, his3D1,leul-32 Este trabajo
SC-30 h™ spcl-HA Gh:urad,mt12::his3" ura4D-18, leul-32, ade6M210 Este trabajo
SC-33 h™ P8Inmtl-mt12" leul-32 ura4D-18 his3d ade6M210 Coleccion YSM
SC-52 h™ mtl2::his3" rgf2::urad” leul-32 ura4D-18 ade6M210 Este trabajo
SC-58 h™ P81nmtl-mtl2", ura4D18 leul-32 aDe6M210 Este trabajo
SC-82 h' P8Inmtl-mtl2" wscl::urad" ade6M210 leul-32 Este trabajo
SC-90 mtl2::kanMX6 Este trabajo
SC-92 h™ mtl2::kanMX6 ura4di8 leul-32 his3dl ade6M210 Este trabajo
SC-94 h™rholHA leul-32 his3D1 ade6M210 Coleccion YSM
SC-98 h™ wscl::kanMX6 rgf2::ura4 his3D1 ura4D-18 leul-32 ade6M210 Este trabajo
SC-102 P81nmtl-mtl2" rhol HA his3D1 leul-32 ade6M210 Este trabajo
SC-124 h- mt12::his3" rhol HA leul-32 ade6M210 Este trabajo
SC-125 h™ wscl::kanMX6 rhol HA leul-32 his3D1 ade6M210 Este trabajo
SC-130 h™ wscl::his3" ura4D-18 leul-32 his3D1 ade6M Este trabajo
SC-140 h- wscl::his3" pmkl HA6H:ura4 ura4D-18 leul-32 ade6m210 Este trabajo
SC-165 h™ wscl ::kanMX6 rgfl::his3 rgfl GFP:leu ura4D-18 ade6M210 Este trabajo
SC-167 mtl2" GFP:ura4" his3D1 leul-32 ade6M210 Este trabajo
SC-171 P81nmtl-mti2* wscl::kanMX6 pmkl HA6H:ura4 Este trabajo

h™ roml::ura4*81XHAroml leul-32 his3DI
VT-88 ura4D-18 ade6M210
SC-175 P81nmtl-rgfl” mtl2::his3 ura4D-18 ade6M210 Este trabajo
SC-173 P81nmtl-rgfl* wscl::kanMX6 his3D1 Este trabajo
SC-196 mtl2::kanMX6 GFPrgf3" :leu’ rgf3::ura4” Este trabajo
SC-198 wscl ::kanMX6 GFPrgf3" :leu” rgf3::ura4” Este trabajo
SC-200 ehs2-1 mtl2::kanMX6 leul-32 Este trabajo
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TABLA I: Estirpes empleadas en este trabajo (Continuacién)

Nombre Genotipo Procedencia
SC-203 ehs2-1 wscl::kanMX6 leul-32 Este trabajo
SC-217 PREP3X wsclHA his3D1 ura4D-18 ade 6M210 Este trabajo
SC-228 mtl2*GFP:ura4" his3DI leul-32 ade6M210 pAL rgfl-tomato Este trabajo
SC-230 wscl " GFP:ura4" his3DI leul-32 ade6M210 pAL rgfl-tomato Este trabajo
SC-236 mtl2::kanMX6 rgfl::his3" rgfl GFP:leu” Este trabajo
MS-264 ehs2-1 leul-32 Coleccion YSM
GRG-42 h™ wsel::wscl GFP:ura4” leul-32 his3D1 ura4D-18 ade6M210 Coleccion YSM
GRG-18 h" ura4D-18 his3D1 leul-32 ade6M210 wscl ::ura4* Coleccion YSM
GRG32=MI200  h" ade6-M216 leul-32 ura4D-18 pmkl-HA6h:ura4” Coleccion YSM
VT-13 h rgfl.:his3" his3D1 ura4D-18 leul-32 ade6M210 Coleccion YSM
PG-65 h™ rgfl::kanMX6 leul-32 ura4D-18 ade6M210 Coleccion YSM
PG-442 h' tead::kanMX6 leul-32 ura4D-18 ade6M210 Coleccion YSM
SC-252 wscl GFP:ura4” tead::kanMX6 leul-32 ura4D-18 ade6M210 Este trabajo
SC-254 mtl2" GFP:ura4” wscl::kanMX6 his3D1 leul-32 ade6M210 Este trabajo
SC-256 wscl GFP:ura4” mtl2::kanMX6 his3D1 leul-32 ade6M210 Este trabajo
JCRsp962 h' crnl GFP:kanMX6 ade6M210 leul-32 ura4D-18 Coleccion YSM
VT-20 rho2::ura4”, leul-32, ade6M210 Coleccion YSM
VT-81 h' rhol::ura4” pREP41X-rhol* Coleccion PPG
PG318 pmkl-HAG6h:ura4” mkhl::ura4* ade6M216 ura4D-18 leul-32 Coleccion YSM
PG-285 rgfl: - kanMX6 pmkl-HA6H:ura4" Colecciéon YSM
PG-327 h" rgfl::kanMX6 ura4D-18 leul-32 his3D1 Coleccion YSM
SC-240 wscl " GFP:ura4" aur-cherry Ath2 Este trabajo
SC-242 mtl2" GFP:ura4" aur-cherry Ath2 Este trabajo
SC-233 h* aur-cherry Ath2 ura4D-18 Coleccion YSM
SC-257 rho2::urad4” wscl ::kanMX6 leul-32 ade6M210 Este trabajo
SC-258 rho2::ura4” wscl::kanMXG6 leul-32 ade6M210 Este trabajo
SC-259 rho2::ura4” mtl2: :kanMX6 leul-32 ade6M210 Este trabajo
SC-260 rho2::ura4” mtl2::kanMX6 leul-32 ade6M210 Este trabajo

se recogen en la Tabla II.

2. Medios de cultivo

2.1 Medios de cultivo para S.
pombe

Los medios de cultivo utilizados para
el crecimiento y mantenimiento de S. pombe
son los descritos por (Moreno et al., 1991).

Medio rico (YES), medio minimo (EMM o
MM) y medio de esporulacion (MEA).

El MM se prepar6é como se describe en
el recuadro adjunto. Al MM completo se le
afiadieron los suplementos adenina, leucina,
uracilo, histidina y lisina, cada uno de ellos a
una concentracion final de 225 mg/l.
Cuando habia que seleccionar estirpes
diploides y/o mantener la presion selectiva
en el caso de estirpes transformadas con
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TABLA Il : Cepas de Escherichia coli empleadas en este trabajo.

Nombre Marcadores genéticos Origen

MAX efficiency F- ¢80dlacZAM 15, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl, endAl, Life Technolocies
DHS5a hsdR17(r,-, mt), phoA, supE44, I-, thi-1, gyrA96, relAl &
CJ236 F', cat(=pCJ105 ; M135Cm®)/dut, ung 1, thi-1, relA 1, spoT 1, mcrA Bio Rad

Medio YE (Yeast Extract)

Extracto de levadura 5g/l 0,5% (p/v)
Glucosa 30g/l 3% (p/v)
Suplementos: adenina, 225mg/l
histidina, leucina, lisina y uracilo

Utilizado para el crecimiento vegetativo,
inhibe la conjugacion y la esporulacion.

Edinburgh Minimal Medium (EMM)
0 Medio Minimo (MM)

Biftalato potasico 3 g/l
Na2HPO4 5¢g1

Glucosa 2%

Sales, vitaminas y minerales.
Utilizado para el crecimiento vegeta-
tivo.

MEA (Malt Extract Agar)

Extracto de malta 30g/l 3%(p/v)
Bacto-agar 20g/1 2%(p/v)
Suplementos: adenina,  225mg/1
histidina, leucina, lisina y uracilo

Utilizado para la induccion de la espo-
rulacion en las células de S. pombe.

plasmidos, se elimindé del medio el/los
suplementos correspondientes.

El medio de esporulacion MEA se
prepara con todos los suplementos excepto
lisina.

Para preparar los medios (YES o MM)
suplementados con Equinocandina B (Ely
Lilly), (Radding et al., 1998), el antifungico
se afiadio al medio esterilizado previamente.

medio YES
suplementado con Calcofluor (Blancophor
BBH, Bayer Corporation), el medio se
tampond con biftalato potasico 50 mM a pH
6,2, para evitar la precipitacion del
antifingico. El Calcofluor se afiadi6 al medio

Para preparar

esterilizado previamente.

Los medios suplementados con sorbitol
se prepararon afadiendo éste a una
concentracion final de 1,2 M.

La represion de los genes controlados
por el promotor nmtl se realizd afiadiendo
tiamina al MM a una concentracion final de
15 pg/ml. Para inducir la expresion de los
genes regulados por este promotor las células
se lavaron 4 veces con agua estéril y se
resuspendieron en medio fresco sin tiamina.
Los medios s6lidos se prepararon afiadiendo
agar al 2% a los medios anteriormente
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descritos.

2.2 Medios de cultivo para E.
coli

Los medios empleados para el cultivo
de E. coli fueron:

2xYT
Bactotriptona 16g/1 1,6%(p/v)
Extracto de levadura 10g/1  1%(p/v)
NaCl 10g/1  1%(p/v)

Se usa para el crecimiento vegetativo
de E. coli.

LB (Luria-Bertani Medium)

Bactotriptona 10g/1  1%(p/v)
Extracto de levadura 5g/1 0,5%(p/v)
NaCl 10g/1  1%(p/v)

Se usa para el crecimiento vege-
tativo de E. coli.

Para seleccionar clones bacterianos
resistentes a antibioticos, los medios de E.
coli se suplementaron con Ampicilina (100 p
g/ml) o Kanamicina (30 pg/ml). Los medios
solidos se prepararon con agar al 2%.

Todos los medios de cultivo fueron
preparados con agua destilada (Milli-Rho) y
esterilizados por calor en el autoclave.

3. Condiciones vy estimacion
del crecimiento

3.1 Condiciones de crecimiento
para S. pombe

Para conseguir cultivos de S. pombe en
crecimiento exponencial, se seleccionaron
colonias aisladas, cuyas caracteristicas
genéticas se habian comprobado
anteriormente, y con ellas se inocularon de 3
a 5 ml de medio YES (medio YE con
suplementos) o MM. Las células crecian a la
temperatura apropiada hasta que entraban en
fase estacionaria temprana. A continuacion,
se inoculaba con este cultivo otro mayor,
teniendo en cuenta el tiempo de generacion
de la levadura en cada medio de cultivo.

Todas las placas y matraces se
incubaron a 28°C, de no indicarse lo
contrario. Para que la aireacion sea la
adecuada, los liquidos  se
mantuvieron con una agitacion de 150-250

cultivos

rpm y el volumen del cultivo nunca super6
1/5 del volumen del matraz.

El crecimiento de la levadura en medio
liquido se controlé midiendo la turbidez del
cultivo por absorbancia a 600 nm en un
espectrofotometro y recurriendo a tablas de
calibracion obtenidas previamente. Segun
estas tablas una densidad Optica de 1 se
corresponde  aproximadamente con 10’
células/ml.

Cuando fue necesario se determind el
numero de células mediante recuento directo
con camara Thoma.

El mantenimiento de las cepas se
realizd por resiembras en placas de medio
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solido, que se conservaron a 4°C entre 30 y
40 dias.

3.2 Condiciones de crecimiento
para E. coli

E. coli se incub6 a 37°C, tanto en placa
como en medio liquido, usando un agitador a
250 rpm en este ultimo caso. Las cepas de E.
coli se conservan a —78°C en viales con
glicerol al 50%.

4. Técnicas de clonacion

molecular

4.1 Obtencion de ADN

La extraccion de ADN plasmidico a
partir de bacterias se realizo6 usando el
método de la lisis alcalina, (Zhou et al.,
1990), en el que las células se rompen en
presencia de una mezcla de NaOH y dodecil
sulfato sodico (SDS). El ADN es precipitado
posteriormente con etanol. Cuando se
necesito ADN de
concentracion, se utilizaron los "Kit™ Wizard

mayor pureza o
Plus SV Minipreps DNA purification System
o0 Wizard Plus Midipreps DNA purification
System de Promega, en funciéon de la
cantidad de ADN que fuese necesaria.

Para la obtencion de ADN plasmidico
y genomico de S. pombe se siguieron los
protocolos descritos por (Moreno et al.,
1991).

4.2 Tratamientos enzimaticos
del ADN

Todos los protocolos wusados para

manipular el ADN se recogen en
publicaciones de (Ausubel et al., 1995;
Sambrock and Russell, 2001), teniendo en
cuenta las recomendaciones de los diferentes
proveedores (Roche, Amersham, Promega,
..etc).

Los principales tratamientos
enzimaticos realizados fueron los siguientes:

-Digestiones con endonucleasas de
restriccion.

-Ligacion mediante la enzima ADN
ligasa del fago T4.

-Creacion de extremos romos
utilizando: el fragmento Klenow de la ADN
polimerasa I de E. coli y la DNA polimerasa

del fago T4.

extremo 3  de
polinucledtido

-Fosforilacion del
oligonucledtidos con la
quinasa del fago T4.

4.3 Electroforesis del ADN en
geles de agarosa

El analisis de los fragmentos de ADN
obtenidos por tratamiento con enzimas de
restriccion o amplificacion por PCR se llevo
a cabo mediante electroforesis en geles de
agarosa (agarosa D-1, Pronadisa)
preparados a una concentracion variable
entre 0,8% y 1,5% segun el tamafio esperado
de las bandas. Los geles se prepararon con
tampon 1x TAE (Tris-acético 40 mM, EDTA
2 mM, pH 7,5-7,8) y se afadié el agente
intercalante bromuro de etidio a wuna
concentracion final de 0,5 pg/ml para poder
ver los fragmentos de ADN bajo luz
ultravioleta.
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Para el aislamiento y purificacion de
los fragmentos de ADN a partir de geles de
agarosa se utilizo el sistema GFX™ PCR
DNA and Gel Band Purification Kit
suministrado por Amersham Biosciences.

4.4 Reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)

La amplificacion de fragmentos de
ADN mediante PCR se llevo a cabo en un
termociclador Bio Rad Gene Cycler™.

Dependiendo de la temperatura de
fusién (Tm) de los cebadores empleados y
del tamafio del producto esperado, se
realizaron modificaciones sobre el siguiente
protocolo estandar de reaccion:

-Desnaturalizacidn inicial
10 minutos a 90°C
-30 ciclos de :
o Desnaturalizacion del ADN
1 minuto a 90°C
. Anillamiento 1 minuto a 55°C
o Extension 5 minutos a 72°C

-Extension final 10 minutos a 72°C

Las mezclas de reaccion contenian
ADN molde en cantidad variable segun fuese
ADN plasmidico o gendémico, ademas de:
mezcla de dNTPs (dATP, dTTP, dGTP,
dCTP, cada uno a una concentracion final de
200uM), los dos oligonucledtidos cebadores
(1uM  cada uno), MgCl, 1,5 mM, Taq
polimerasa (EcoTag™) 0,25 unidades y el
tampon de reaccién suministrado con la

enzima.

En las reacciones de amplificacion se
utilizaron temperaturas de anillamiento entre
3 y 5 grados por debajo de la del cebador que
tuviese una Tm mas baja.

Los fragmentos de ADN obtenidos por
PCR se emplearon posteriormente para
clonacion molecular y se ligaron en el
plasmido pGEM-T (ver apartado 4.8.1).

Los oligonucledtidos empleados en
este trabajo fueron suministrados por Isogen
o Thermo y sus secuencias y utilidad se
describen en la Tabla III.

4.5 Secuenciacion de acidos
nucleicos

La técnica usada se basa en la descrita
por (Sanger et al., 1977), pero en este caso se
emplearon didesoxinucledtidos marcados
con fluorocromos y un laser capaz de
reconocer los distintos colores (longitud de
onda de emision) de los fluorocromos que
corresponden a cada una de las bases del
DNA. Se utiliz6 un secuenciador ABI 377
(Applied Biosystems). Las secuencias se
importaron mediante el programa Chromas,
que muestra el cromatograma de la reaccion
y la secuencia de DNA correspondiente.

El fundamento de este sistema es una
reaccion de PCR en la cual la extension
enzimatica de una cadena de DNA a partir de
un oligonucleotido iniciador, empleando
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TABLA I1I: Oligonucleétidos empleados en este trabajo.

NOMBRE

SECUENCIA

UTILIDAD

PCR

WSC1 comprobacion 5'
Mid 2 externo

Rom2-3'ext
Rom3-ext-3~
IPCR-M-b*

M22

M13

Kan 3

HA p28

VT4

KpnlI-Wsel FW 5’
Sal I-Wscl RV §'
WSC ORF3’

WSC ORF5’
Mid2-RV

Mid2-Fw

SECUENCIACION

WSC SEC1
WSC SEC2
WSC SEC3

MUTAGENESIS
WSC1-Xhol

WSC1-Smal

Mt12-Not (A)

MtI2-Not (C)
Mt12-Sal-5

Mtl2-Sma-3

5'-CGT GGG TAC TTC GAC ATG-3'
5'-GTT GCT CTT ATC CGT TG-3'

5'-CAA GGG TAT GTG GTC TGG-3'
5’-GAG ACG GTA AAA TCA CG-3’

5'-CAC CAT GCC AAA AAT TAC ACA AGA TAG
AAT-3'
5'-GTG TTC GCT AAT TGC GC-3'

5’-CTG GTG GCC TTA GGT-3”
5’-CGG ATT CAG TCG TCA CTC ATG GTG-3’

5'-ATG GCT TAC CCA TAC GAT GTT CC-3'
5’-GGC TCC AAG AGG TAA AGA C-3°

5'-GGT ACC GCT ATG GGC ATA CTG CAG-3'
5'-GTC GAC TCC CCT TAA AGG GAG AGG-3'

5’-TAA TCC TGA CTG TCA GCC-3°

5’-CCT ATT ATA CTT ACG CAC G-3’

5’-CT GCT TGC CGG AAT ACT GCT AGA AGC AGA
TGA GCT GAC GGA AGT GTC CAC ACT TGA AGT
ATT GTT CGT GAA TGA CAT TTT- CAT GAT TTA
ACA AAG CGA CTA TA-3’

5’-CAT CTT TTG TGT GAA GCT ATG GTG TCT
TGA AAC ATTGCG AAA CAT AAG GAC TTT GCT
TCA TGC AAT TCT GGG CCT CTC- GAA TTC GAG
CTC GTT TAA AC-3’

5’-CGG TTT GCG CCT TTT GA-3’
5’-GGT GGT GAT CTG TAC TGG-3’
5’-GTT CCA AGC AGT ACG GC-3°

5’-GGA ATT TAA AAA GAC CAT GGA CTC _GAG
AAT TAA ATC GTG CGT AAG-3’

5’-GGT TTA ACA CAT ATT GAA CCC GGG AAC
AAA TCC AGT TTC CCG-3”

5'-GAA GTA TTG TTC GTC AAT GAG CGG CCG
CGC ATT TTC TCT TGC GTG CG-3'

5'-GTG TTT AAG CGC ATA CTT TAG CGG CCG
CGA AAC AGG TTC AAC CTG CG-3'

5'-GTA TTG TTC GTG GTC GAC ATG TCG ACC TCT
TGC GTG CGA ATT CC-3'

5'-GGA AAT GAG TGA GTA ACG CCC GGG GTA

AAA CAA AGA GAT AGC-3'

Comprobacion de la
interrupcion de wscl ™.
Comprobacién de la
interrupcion de mtl2".
Comprobacion de la
interrupcion de rgfl "
Comprobacion de la
interrupcion de rgf2".
Comprobacion de la
interrupcion de rgf2".
Comprobacion de la
interrupcion de mtl2" y
wsel .

Comprobacién de la
interrupcion de wscl .
Comprobacioén de la
interrupcion de mtl2" y
wsel ™.

Comprobacion rholHA.
Comprobacién rhiolHA.
Amplificacion de la
region 5°de wscl™.
Amplificacion de la
region 5°de wscl”.
Amplificar ORF wscl.
Amplificar ORF wscl”.
Construccion P8Inmtl-
mtl2".

Construccion P81nmtl-
mtl2".

Secuenciar ORF wscl™.
Secuenciar ORF wscl™.
Secuenciar ORF wscl™.

Introdicir un sitio Xhol
en codon anterior al
ATG.

Introducir un sitio Smal
después del codon de
parada.

Introducir un sitio Notl
en el extremo amino.

Introducir un sitio Notl
en el extremo carboxilo.
Introducir un sitio Sa/l
anterior al ATG.
Introducir un sitio Smal
justo después del codon
de parada.

Los sitios de restriccion introducidos se sefialan subrayados.
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DNA bicatenario
interrumpida  por la
didesoxinucleodtidos.

molde, es
incorporacion  de

como

4.6 Mutagénesis dirigida

Se utilizo el sistema Muta Gene
Fagemid de Bio Rad, que se basa en el
método descrito por Kunkel, 1985. Para la
mutagénesis empleamos la cepa CJ236 de E.
coli que cuenta con:

-El episoma F', que le permite ser
infectada por el fago auxiliar M13K07.

-La mutacion dut, que inactiva la
enzima dUTPasa. Al aparecer elevados
niveles intracelulares de dUTP, las moléculas
de ADN sintetizadas portan uracilo en los
lugares donde debiera aparecer timina.

-La mutacion wung, que inactiva la
uracilo N-glicosilasa, asi el
incorporado al ADN no puede ser eliminado.

uracilo

Para llevar a cabo las reacciones de
mutagénesis se emplearon los
oligonucledtidos cebadores recogidos en la
Tabla III y se siguieron los siguientes pasos:

-La estirpe CJ236 se transform¢é con el
ADN bicatenario que se pretende
mutagenizar y se inoculd medio 2xYT
liquido.

-Se infectaron las colonias resultantes
con el fago M13K07.

-Se recuperaron las moléculas de ADN
de cadena sencilla contenidas en los fagos.

-Estas cadenas ricas en uracilo se

usaron como molde para sintetizar in vitro
las hebras complementarias. El cebador
empleado fue el oligonucledtido que
contenia la
introducir.

mutacidon que queriamos

-Se transformo las cepa DHSa con el
ADN bicatenario. DH5a no es mutante ung e
inactiva la hebra rica en uracilo del ADN,
replicando solo la hebra sin uracilo, que es la
portadora de la mutacion.

4.7 Gap repair

La técnica de “gap
reparacion del hueco, se emplea como
método de clonacion de genes y para el
mapeo de mutaciones en un gen dado (Orr-

repair’ 0

Weaver et al., 1991). Béasicamente consiste
en construir un plasmido que contenga un
marcador de seleccion para levaduras entre
las regiones flanqueantes de la secuencia a
rescatar. Este plasmido se lineariza de forma
que las regiones flanqueantes del gen queden
en los Posteriormente  se
transforma la cepa de S. pombe con el
plasmido linearizado. Mediante
recombinacion de los extremos del plasmido
con las regiones homologas presentes en el
genoma, la copia cromosomal se introduce
en el plasmido, que solo entonces se puede
y propagar de manera

extremos.

recircularizar
auténoma.

El pldsmido se recupera a partir de
aquellos transformantes que son inestables
(que son los que no han integrado el
plasmido). Se obtiene DNA total y se
transforma E. coli tal y como se describe en
el apartado 4.12.
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4. 8 Vectores utilizados

4.8.1. Vectores de E. coli

pBluescript II SK* (Stratagene)

Es un plasmido autorreplicativo de
2,958 kb, en cuya secuencia se encuentra:

-El origen de replicacion relajada
colE1 (ori).

-El gen de resistencia al antibidtico
ampicilina, (amp®).

-Un fragmento del operon lactosa de E.
coli que codifica el péptido a de la B-
galactosidasa (Lac Z").

-21 sitios de restriccion reconocidos
por endonucleasas especificas, insertados en
la fase de lectura del péptido alfa, sin
alterarla.

ARN
polimerasas T3 y T7 que flanquean el
fragmento de ADN portador del sitio de
clonacion multiple y que pueden utilizarse
para la sintesis de ARN in vitro.

-Los promotores de las

-Un fragmento de la region intergénica
del fago fl que codifica las funciones
requeridas para la replicacion y el
empaquetamiento de ADN, que hace posible
que de estos vectores pueda recuperarse
ADN monocatenario una vez infectada una
poblaciéon de células adecuada, portadora de
alguno de estos plasmidos con el fago
modificado M13K07.

Se utilizaron los siguientes plasmidos
derivados de éste:

e T
pBluescript Il KS/SK (+) !"“
2961 bp i S—
Gl 13—
Eeadl| 23—
Eam 1105 ML—"

]

|
Call 15581

Figura 17. Mapa genético del vector de E. coli pBlues-
cript II SK+.

-SK-His: es el vector SK (Bluescript 11
SK") que contiene el gen his3" de S. pombe
insertado en los sitios de restriccion EcoRV
y Pstl del sitio de clonacion multiple.

-SK-Ura: idéntico al vector SK pero
con el gen ura4” de S. pombe insertado en
los sitios de restriccion Hindlll y Pstl del
sitio de clonacion multiple.

-KS-kan: vector KS (Bluescript II
KS") con el gen de la resistencia a la
kanamicina insertado en los sitios de
restriccion  Bamhl y EcoRI del sitio de
clonacion multiple.

pGem-T (Promega)

Es un vector de 3 kb derivado del
plasmido pGEM-5f(+). Contiene 13 sitios de
reconocimiento Unicos para enzimas de
restriccion y se comercializa linearizado con
una timidina adicional en los extremos que
facilita la insercion de fragmentos generados
por PCR. Al igual que el vector pBluescript
II SK" permite la seleccion de clones
recombinantes por alfa complementacion
(azul-blanco).

49



|ai

EPRIURRE BUHEE.

B

Figura 18: Mapa genético del vector de E. coli, para la
clonacion de secuencias obtenidas por PCR, pGem-T.

4.8.2. Vectores de levadura
pAL-KS*

Este vector tiene 6,3 kb, obtenido por
el Dr. J. Ishiguro (Konan University, Japon)
a partir del plasmido pBuescript II KS*
(Stratagene) al que se le han afiadido:

-Un fragmento de ADN que incluye
sitios de reconocimiento para 11
endonucleasas de restriccion, en la region
estructural del gen que codifica el péptido a
de la 3-galactosidasa.

-El origen de replicacion de S. pombe,
arsl”, que a aumentar la

frecuencia de transformacién y a reducir el

contribuye
numero de copias del plasmido por célula.

-El gen LEU2 de S. cerevisiae capaz de
complementar la mutacion leul de S. pombe,
aunque las estirpes presentan crecimiento
lento en los casos en que este marcador se
halla en una sola copia.

pAU-KS

mTR Fivine

EcoR I
Ecak |

1
Kol |
BT e )

Figura 19: Mapa genético del vector de S. pombe pAL-
KS.

Este vector tiene 6,5 kb y posee los
mismos elementos que pAL-KS, excepto el
marcador LEU2, que ha sido sustituido por el
gen URA4 de S.
complementar la mutacion ura4 de S. pombe.

cerevisiae capaz de

pREP

Construido a partir del vector de E. coli
pUCI119. Poseen el origen de replicacion
(ori) y el marcador de selecciéon (amp®) de E.
coli, asi como el origen de replicacion del
fago f1 y la secuencia arsl” de S. pombe.

La utilidad de esta familia de vectores
reside en que cuentan con la secuencia del
promotor del gen nmtl” (no message in
Thiamine) seguida de un sitio de clonacién
multiple, que permite sobreexpresar los
insertos clonados en los pldsmidos pREP si
las células crecen en un medio sin tiamina, o
reprimir su expresion afiadiendo tiamina a
los medios.

Los vectores denominados con nimero
impar (pREP3X, pREP41X y pREP81X)
llevan el gen LEU2 como marcador de
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seleccion. Los de numero par (pREP4X,
pREP42X y pREP82X) llevan el gen URA4
como marcador de seleccion.

El promotor nmtl original se modifico
de forma que produce un nivel de expresion
alto (pPREP3X y pREP4X), medio (pREP41X
y pREP42X), o bajo (pREP81X y pREP82X)
(Basi et al., 1993; Maundrell, 1993).

Pilar
proporcioné los plasmidos de sobreexpresion
p3X-rhol”, p3X-rho2®, p3X-rho3’, p3X-
rho4”,p3X-rho5", p3X-cdc42”, p41X-rhol”,
p41X-rho2", pA1X-rho3", p41X-rho4", p41X
-rho5", y p41X-cdc42”. Estos plasmidos
contienen la ORF correspondiente a cada una
de las GTPasas rhol”, rho2", rho3", rho4",
rho5" y cdc42” bajo el control del promotor
nmtl en un vector pREP3X o pREP41X
(Calonge et al., 2003).

La doctora Pérez nos

pJK-148

Es un vector de 5,3 kb que lleva el gen
leul” de S. pombe como marcador de
seleccion y carece de secuencias arsl’, por
lo que no se replica de manera autonoma. Se
utiliza para la integracion de secuencias de
DNA en el genoma de S. pombe.

La integracion se realiza normalmente
digiriendo el plasmido con una enzima que
corta dentro del gen leul’. El plasmido
linearizado se introduce en una cepa con la
mutacion leul-32 de modo que en el genoma
de S. pombe se reconstituyen dos genes leul,
uno mutado y el otro silvestre, y se recupera
asi la capacidad para crecer en medio sin
leucina. Este plasmido descrito por (Keeney
and Boeke, 1994), posee ademas:

-Un fragmento de DNA que incluye
sitios de reconocimiento para 19
endonucleasas de restriccion.

-El marcador de seleccion amp®

-Un fragmento de la region intergénica
del fago fl1 que codifica las funciones
requeridas para la obtencion de DNA
monocatenario.

-(ori) origen de replicacion en
bacterias.

-(lacZ) gen de la B-galactosidasa para
la seleccion de clones por blanco-azul.

4.8.3 Vectores construidos en este
trabajo

-pFM2: Vector SK-His que contiene
1,4 kb de la regién promotora del gen m#2"
entre los sitios Apal-Sall y 1,2 kb de la
region terminadora entre los sitios PstI-Notl.
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Figura 20: Mapa genético del vector de S. pombe pJK-
148.
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-pCLS: vector SK-Ura con 1 kb de la
region promotora del gen wscl entre los
sitios Xhol-HinDIIl y 1 kb de la region
terminadora entre los sitios BamHI-Notl.

-pSC2: obtenido por la técnica de gap-
repair, partimos de un plasmido pAL-KS
donde se ha insertado el gen m#/2" completo,
con su extremo 5’ Apal-Sall y su extremo 3’
PstI-Notl.

-pCL10: vector pAL que lleva la ORF
del gen wscl’ con su regién promotora y
terminadora, entre los sitios X#ol/Notl.

-pSC3: plasmido pAL-mtl2" (pSC2)
con el sitio Not] eliminado de la secuencia de
clonacion multiple.

-pSC4: obtenido del plasmido pSC3,
con el sitio NotI introducido por mutagénesis
en el extremo amino terminal.

-pSCS: obtenido del plasmido pSC3
con el sitio NotI introducido por mutagénesis
en el extremo carboxi terminal.

-pSC6: plasmido pAL-mtI2" (pSC4)
con la secuencia de la GFP, seguida de una
cola con 8 alaninas, en el sitio Norl
introducido por mutagénesis en el extremo
amino.

-pSC7: plasmido pAL-mtI2" (pSC5)
con la secuencia de la GFP en el sitio Notl
introducido por mutagénesis en el extremo
carboxilo.

-pSC8: plasmido pAL-mt2" (pSC4) al
que se afiadi6 en fase, en el extremo amino
terminal, el epitopo inmunoreactivo HA.

-pSCY: plasmido pAL-mt2" (pSCS) al
que se afiadio en fase en el extremo carboxi
terminal el epitopo inmunoreactivo HA.

-pSC10: vector pREP con el promotor
nmtl 3X con la ORF del gen mt/2" desde
el sitio Sal/ I (introducido por mutagénesis)
en el ATG al sitio Sma I (introducido por
mutagénesis) al final del gen.

-pSC11: vector pREP con el promotor
nmtl 41X con la ORF del gen mt/2" entre los
Xhol-Smal  (introducido por
mutagénesis).

sitios

-pSC 12: vector pREP con el promotor
nmtl 81X con la ORF del gen mtl2" entre
los sitios  Xhol-Smal (introducido por
mutagénesis).

-pRZ16: vector pREP3X en el que se
ha clonado la ORF del gen wscl" entre los
sitios Xhol/Smal.

-pRZ17: vector pREP81X en el que se
ha clonado la ORF del gen wscl" entre los
sitios Xhol/Smal.

-pSC 13: vector KS que lleva el gen de
resistencia a kanamicina, kanMX6, (EcoRI-
BamH]I), también lleva el fragmento 5° del
gen mtl2" entre los sitios Apal-Sall y el
fragmento 3’ entre los sitios PstI-Notl e
introducido en el sitio de clonacion multiple
entre Sacll-Spel.

-pSC14: plasmido pAL- mtl2"
marcado con GFP en el extremo carboxi
terminal (pSC7) con un sitio Smal
introducido por mutagénesis.

-pSC15: plasmido pAL- mtl2"
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marcado con HA en el extremo amino
(pSC8) Smal
introducido por mutagénesis.

terminal con un sitio

-pSC16: obtenido del plasmido pSC14,
del cual se saco el fragmento Kpnl-Smal
(ORF del gen mt/2" marcado con GFP en el
extremo carboxi terminal) y se integrd en el
vector plJ.

-pSC17: obtenido del plasmido
pSCI15, del cual se saco el fragmento Kpnl-
Smal (ORF del gen m¢#/2" marcado con HA
en el extremo amino terminal) y se integro en
el vector plJ.

-pSC18: vector SK-his con los
fragmentos 5’ (Kpnl-Sall amplificado por
PCR vy clonado en el pGem-T) y 3° (BamHI-
Notl) del gen wscl™.

-pSC19: obtenido del plasmido pAL-
mtl2” marcado con GFP en el extremo
carboxi terminal (PSC14) donde se introdujo
el gen wra4” entre los sitios Smal-Hincll
como marcador de seleccion.

-pSC20: vector pJCR-L3X digerido
con las enzimas de restriccion Ncol-Smal
donde se insert6 la ORF del gen wscl”
marcada con el epitopo HA, obtenida del
plasmido pRZ12 digerido con las enzimas
Ncol-EcoRV (3xwscl HA).

pSC21: vector pREP con el promotor
nmtl 81X y con la ORF del gen wscl”
(pRZ17), digerido con las enzimas Pstl-Sacl
para sacar un fragmento de 3,5 Kb que lleva
la region promotora con la ORF del gen
wscl "y la region terminadora, e integrado en
plJ entre los sitios PstI-Sacl.

-pCL9: plasmido pCL5 en el que se ha
insertado la ORF del gen wscl' entre los
sitios Ncol-BamH].

-pCL12: plasmido pCL10 (pAL-
wscl") al que se la ha eliminado el sitio Notl
de la secuencia de clonacion multiple.

pCL14: plasmido pCL12 al que se le
ha introducido por mutagénesis un sitio Notl
en el extremo 3’.

-pCL15: plasmido pCL14 al que se le
ha insertado la GFP en el sitio Notl
introducido por mutagénesis.

-pRZ1: plasmido SK con el marcador
ura4” que lleva el fragmento 5° de wscl”
entre los sitios Xhol-Hindlll y el fragmento
3’ entre los sitios BamHI-Notl.

-pRZ3: plasmido pRZ1 en el que se ha
sustituido el marcador de seleccion ura4” por
el gen de resistencia a la kanamicina
(kanMX6).

-PRZ12: plasmido pCL14 al que se le
ha insertado en el sitio Nofl del extremo
carboxilo 3 copias del HA (pAL-wscI HA).

-pRZ20: plasmido pAL- wscl con un
sitio  Smal metido por
aproximadamente a 200 (pb) después del
final del gen.

mutagénesis,

-pRZ21: plasmido pRZ20 en el que
clonamos el gen wura4 en el sitio Smal
introducido por mutagénesis.
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4.9 Sobreexpresion de mtl2" y
wsel”

La sobreexpresion de los genes mtl2" y
wscl” se realizo por clonacion de la ORF en
los distintos plasmidos de expresion pREP,
con distintos niveles de expresion.

mtl2": En primer lugar disefiamos
oligonucle6tidos para introducir por
mutagénesis los sitios de restriccion Sall
(antes del codon ATG) y Smal (justo después
del codéon de fin de la traduccion) en el
plasmido pAL-mt2" (Tabla 111 de Materiales
y Métodos). A partir de esta construccion y
cortando con las enzimas (Sall y Smal)
pudimos obtener la fase de lectura completa
del gen mtl2" y la clonamos en los mismos
sitios del vector de sobreexpresion pREP3X
(alto nivel de expresion), obteniendo el
plasmido de sobreexpresion pSCI10
(pREP3X-mt/2"). De forma similar
obtuvimos los plasmidos pSC11 (pREP41X-
mtl2") (nivel medio de expresion) y pSC12
(pPREP81X-mt/2") (nivel bajo de expresion).
En ambos casos la fase de lectura completa
del gen mtl2" se obtuvo a partir del plasmido
pAL-mtl2" digiriendo el ADN con Xhol y
Smal para clonarla en los mismos sitios de
restriccion del vector de sobreexpresion
pREP41X y pREP81X respectivamente.

wscl":  Diseflamos oligonucledtidos
para introducir por mutagénesis los sitios de
restriccion Xhol (en el coddén anterior al
ATG de inicio de la traduccién) y un sitio
Smal (justo después del codon de fin de la
traduccion) en el plasmido pAL- wscl”
(Tabla III de Materiales y M¢étodos). A
partir de esta construccion y cortando con las
enzimas (Xhol y Smal) pudimos obtener la
fase de lectura completa del gen wscl” y la

clonamos en los mismos sitios de restriccion
del wvector de sobreexpresion pREP3X,
obteniendo el plasmido de sobreexpresion
pRZ16 (pREP3X-wscl’). Por el mismo
procedimiento clonamos el gen wscl” en el
plasmido de sobreexpresion pREP8Ix
obteniendo asi el plasmido pRZ17 (pREP81x
wsel™).

4.10 Delecion de mt12" y wscl”

4.10.1 Construccion del casete de
delecion mtl2::kanMX6

Se realiz6 la sustitucion de la ORF del
gen mtl2" por el marcador kan, que codifica
el gen de resistencia a kanamicina, clonado
entre los sitios BamHI-EcoRI del sitio de
clonacion multiple del plasmido KS (pKS-
kan). Seguimos el mismo procedimiento que
en la delecion con el gen de la histidina
como marcador de seleccion (Apartado 2.1
de Resultados) y clonamos a ambos lados del
marcador (kan) los fragmentos
correspondientes a los extremos 5’ y 3’ del
gen mtl2". El plasmido resultante se le
denomindé pSCI3 y a partir de éste
obtuvimos el fragmento de 4 kb que lleva el
marcador kanMX6 y las regiones 5' y 3' del
gen mtl2", que se empled para transformar
levaduras.

4.10.2 Construccion del casete de
delecion wscl::kanMX6

Para la obtencion del casete de
delecion utilizamos el marcador de seleccion
kan, el gen que le confiere resistencia a
kanamicina, clonado entre los sitios BamH]I-
EcoRI del sitio multiple de clonacién del
plasmido KS (figura 26 de Resultados). A
este plasmido que lleva los extremos 5’ y 3’
del gen wscl" a ambos lados del marcador de
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la kanamicina se le denomin6 pRZ3. Se
digirié con las enzimas de restriccion Xhol/
Notl y el fragmento lineal de 3,5 kb se utilizo
para transformar levaduras.

4.11 Construccion del apagado
P8Inmtl-mtl2" wsclA

Primero se obtuvo la cepa P8Inmtl-
mtl2" (SC58), mediante la técnica descrita
por  Bahler (Béhler et al., 1998). Se
disefiaron parejas de oligonucledtidos (Mid2-
FW y Mid2-RV) cuyos extremos presentan
20 nucleotidos que anillan en una reaccion
de PCR con los plasmidos usados como
ADN molde y 80 nucledtidos homologos a la
region que se quiere intercambiar. Una vez
obtenido por PCR el casete, se transform¢ la
cepa silvestre YS64 y los transformantes se
seleccionaron en medio rico suplementado
con geneticina, ya que el casete ademas de la
etiqueta molecular, presenta el gen
bacteriano kanMX6 que en levaduras
confiere resistencia a la kanamicina. El
casete lleva también el promotor nmtl,
regulable por la presencia o ausencia de
tiamina en el medio de cultivo (Forsburg,
1993).

Una vez construida la cepa P8Inmtl-
mtl2" se cruzd con el mutante wscl:urad’
(GRG18) y se seleccionaron los clones kan"
y ura’ en placas de MM vy asi obtuvimos la
cepa P81nmtl-mtl2 wsclA (SC82).

4.12 Transformacion de E. coli

La transformacion de cepas de E. coli
con plasmidos o mezclas de ligacion se
realizd de acuerdo con el procedimiento
disefiado por Kushner en 1978 (Kushner,

1978), basado en el choque térmico.

En algunos casos, la transformacion
con plasmidos purificados se realizd por un
método  simplificado conocido como
“transformacion del minuto” descrito por
Golub en 1988 (Golub, 1988). Para rescatar
los plasmidos de levaduras se utilizd la
técnica de electroporacion segun el protocolo

descrito por (Sambrook et al., 1989).

4.13 Transformacion de S.
pombe

La transformaciéon de S. pombe se
realiz6 por el método del LiSorb (acetato de
litio-sorbitol). El cual se detalla a

continuacion:

-Se recogieron 50 ml de células en fase
logaritmica (aproximadamente 1 x 10’
células/ml) por centrifugacion durante 5
minutos a 3.000 rpm.

-Las células se lavaron con agua estéril
y se centrifugaron de nuevo.

-A continuacion se resuspendieron en
Sml de LiSorb (Acetato de Litio 100 mM,
Tris 10 mM pH 8, EDTA 1mM, Sorbitol
IM) y se incubaron durante 20 minutos en
agitacion a 28°C.

-Las células se recogieron por
centrifugacion y se resuspendieron en 63 pl
de LiSorb. A partir de este punto se
mantuvieron siempre en hielo.

-Para cada reaccion de transformacion
se mezclaron 15 ul de células, 250-500 ng de
ADN plasmidico y 15 pl de ADN carrier en
tampon LiSorb (una parte de ADN de
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esperma de salmén 20 mg/ml hervido
anteriormente por cuatro partes de LiSorb).
La mezcla se incubd durante 10 minutos a
28°C sin agitacion.

-A continuacioén se afiadieron 450 ul de
PEG al 40% en 100mM LiAc/TE a cada
mezcla de transformacién y se incubd 30
minutos a 28°C sin agitacion.
-Seguidamente las células fueron
sometidas a un choque térmico de 7 minutos

a42°C.

-Se centrifugaron 5 minutos a 2500
rpm y se resuspendieron en 1,5 ml de medio
selectivo. Se dejaron recuperando de 1 a 3
horas a 28°C con agitacion.

-Se repitio la  centrifugacion,
resuspendiendo el precipitado en 400 pl de
TE 1x pH 8 6 agua y finalmente se
sembraron 100 pl de esta suspension de
células por placa de medio selectivo.

Las colonias fueron visibles después de
4-5 dias de incubacion a 28°C.

5. Métodos genéticos

5.1 Conjugacion y obtencion de
diploides

Los experimentos de conjugacion se
realizaron utilizando estirpes heterotalicas de
distinto sexo (h" y h"). Para poner los cruces
las cepas se sembraban en placas de YES
hasta alcanzar la fase estacionaria (48 horas).
Aproximadamente, se recogia el mismo
niimero de células de la estirpe h" y h™ y se
mezclaba en un pequefio volumen de agua

estéril (20 pl). A continuacion la mezcla se
extendia en una placa de MEA. Los zigotos
se forman al cabo de 12 a 20 horas e
inmediatamente sufren meiosis Yy

esporulacion, formando ascas con 4
ascosporas al cabo de 1-2 dias de incubacion

a 28°C.

Aunque la fase diploide de S. pombe
no es estable de forma natural, es posible
conseguir cepas diploides de
experimental. Para obtener células diploides,
se realizaron cruces entre haploides h+ y h-
con requerimientos
complementarios. Por ejemplo, usando cepas
con los marcadores leul-32 h y ura4-DI8
h", o bien cepas portadoras de los alelos ade6
-M210 o ade6-M216, que permiten la
seleccion de diploides en medios carentes de
adenina, por complementacion intragénica.

manera

nutricionales

A las 10-12 horas de haber puesto el
correspondiente cruce (cuando la
conjugacion ya se habia producido, pero atin
no se detectaban esporas dentro de los
zigotos), se extendid la mezcla de células del
cruce en placas de MM con los suplementos
adecuados, de forma que sélo las células
diploides fueran capaces de seguir creciendo.
Para evitar que los diploides esporulasen, tan
pronto como aparecian las colonias
(pequeios puntos), estas se trasladaban a

placas de medio rico YES.

Los diploides asi aislados se
mantuvieron en YES con objeto de inhibir su
esporulacion, reestriandolos cada dia en
medio fresco. Antes de realizar cualquier
experimento con ellos, se comprobd su
genotipo (mediante réplicas en placas de
MM selectivo) asi como su capacidad para
esporular (en medio MEA) para evitar

56



seleccionar diploides estériles.

5.2 Aislamiento de ascosporas
mediante micromanipulacion

Se efectia sobre cruces o diploides
esporulados con el fin de analizar los
productos de la segregacion meiotica. El
proceso se realiza con un micromanipulador
automatico (Singer Instruments MSM
system) de la forma siguiente:

-Se resuspende en 500ul de medio
estéril una pequefia cantidad de cultivo
esporulado y se extienden 10 pl en un
extremo de las placas de YES.

-Las ascas se trasladan a una zona de la
placa libre de células y se dejan madurar de
4 a 6 horas a 28°C 6 37°C.

-Se separan las cuatro esporas de cada
asca a posiciones libres de células en la
misma placa.

-Las placas se incuban de 4 a 5 dias a
28°C, o hasta que aparecen colonias.

-Posteriormente se hacen réplicas en
placas de medio selectivo y se seleccionan
los clones de inter¢s.

5.3 Aislamiento de ascosporas
al azar

Este tratamiento se emple6 para
obtener nuevas estirpes de S. pombe con
determinados marcadores auxotréficos y
también para realizar un analisis de la
viabilidad de las esporas procedentes de
ciertos cruces; en lo que se conoce como la

técnica de analisis de esporas al azar o
“random spores”.

Al igual que la técnica anterior, se
efectia sobre cruces o diploides esporulados
con el fin de analizar los productos de la
segregacion meidtica de una manera mas
rapida. La enzima [-glucuronidasa
arilsulfatasa (EC 3.2.1.31; EC 3.1.6.1)
destruye las células vegetativas de S. pombe,
pero cuando se
esporulados, se consigue liberar al medio las
esporas contenidas en las ascas, de forma
que, al final del tratamiento, solo las
ascosporas resisten en el cultivo.

afiade sobre cultivos

-Se recoge una parte del cultivo
esporulado de las placas de MEA, unas
10.000 células o la punta de un palillo y se
resuspenden en 1 ml de agua estéril.

-La suspension se incuba en presencia
de 2ul de
(Roche) en agitacion y a temperatura
ambiente durante 12 horas.

B-glucuronidasa arilsulfatasa

-Se recogen las esporas por
centrifugacion a 3.000 rpm durante 5
minutos.

-Se lavan y se cuenta el numero de
esporas con una camara Thoma.

-Se extienden diluciones apropiadas de
esporas (entre 500-1.500) en placas de medio
YES o MM.

-Estas placas se incuban entre 4 y 5
dias a 28°C.

-Se hacen réplicas en placas de medio
selectivo y se seleccionan los clones de
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interés.

5.4 Construccion de dobles
mutantes y cepas marcadas con
GFP

dobles
mutantes, o la introduccion en determinadas
cepas de proteinas integradas en el genoma y
marcadas con algun epitopo o proteina
fluorescente, se realizaron cruces genéticos

Para la construccion de

entre las cepas parentales correspondientes.

Finalmente se analizaron las colonias
resultantes y se seleccionaron los clones que
portaban las mutaciones de interés, los
marcadores, epitopos, asi como las

auxotrofias y el tipo sexual adecuado.

6. Técnicas microscopicas

Para llevar a cabo estas técnicas se
emplearon un microscopio Leica DM RXA,
equipado con sistema de
halégena y equipo de fotografia digital.
Ademas se utilizo6 el equipo Personal
Deltavision Microscope (Applied
Precision), que consta de un microscopio

iluminacién

invertido Plympus IX-70

6.1 Microscopia de contraste
de fases y contraste interferencial
(Nomarski)

Las muestras se tomaron directamente
de los cultivos incubados en medio liquido o
en placas para su observacion. Las muestras
se observaron en un microscopio Leica DM
RXA con un sistema de filtros para
microscopia de contraste interferencial.

6.2 Microscopia de
fluorescencia

Para muestras fluorescentes se usaron
los filtros adecuados que dejan pasar la luz
UV de una determinada longitud de onda,
segiin los espectros de excitacion-emision
propios de los fluorocromos o proteinas
fluorescentes imagenes
obtenidas de esta manera se procesaron con

utilizadas. Las

el programa Adobe Photoshop version 7,
Image J y el programa de Applied
Byosystem del microscopio Deltavision.

6.2.1 Fluorescencia directa con
GFP

La proteina verde fluorescente (GFP)
es un polipéptido de 238 aminoacidos
procedente de la medusa Aequorea victoria
que posee la capacidad de emitir luz verde
cuando se excita con luz ultravioleta de
longitud de onda de 395 nm.

La GFP mantiene su capacidad para
emitir luz verde cuando se expresa de forma
heter6loga en células
procariotas. Por ello suele usarse como

eucariotas o

sistema de deteccion de la expresion y
localizacién subcelular de proteinas “in
vivo”. Para ello, basta con fusionar la
secuencia de ADN que codifica esta proteina
con la del gen de la proteina objeto de
estudio y observar la expresion de la proteina

hibrida al microscopio de fluorescencia.

Existe ademéds la proteina roja
fluorescente (DsRFP) que emite luz de 586
nm de longitud de onda cuando es exitada
con luz de 556 nm. Se han realizado
modificaciones de la proteina RFP, como la
Cherry, cuya luz de emision es mas brillante
y estable, que emite luz de 610 nm de
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longitud de onda cuando es exitada con luz
de 587 nm. El marcaje de parejas de
proteinas con diferentes combinaciones de
proteinas  fluorescentes permiten la
realizacion de experimentos de co-
localizacion (Shaner et al., 2005).

6.2.2. Tincion con calcoflior

El Calcofluor se une a los polimeros 3
(1,3) y B(1,4)-glucano de la pared celular de
las levaduras y la desorganiza, por lo que se
usa tanto para detectar anomalias en la pared
como para determinar los lugares de
crecimiento de la célula dependiendo de su
concentracion 'y tiempo de tratamiento
(Nicholas et al., 1994; Streiblova, 1984). El
Calcofluor se excita al recibir luz de 372 nm
de longitud de onda y emite fluorescencia
azul.

El Calcofluor (Blancophor BBH, Bayer
Corporation), se prepard en agua a una
concentracion de 10 mg/ml. Para conseguir
su total disolucion se afiadieron unas gotas
de KOH 10N. Se esterilizo por filtracion y se
guard6 a 4°C protegido de la luz.

La tincion con calcofltor se realizd
partiendo de cultivos liquidos creciendo en
fase logaritmica. Las células se recogieron
por centrifugacion (5 minutos a 3.000rpm),
se resuspendieron en una solucion de agua
con calcoflior a una concentracion final de
300 pg/ml y se incubaron de 1 a 3 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se
lavaron y concentraron para observar su
fluorescencia.

7. Deteccion de Mtl2pHA vy
WscipHA

Hace varios afios se reportdé un método
rapido y confiable de extraccion de proteinas
en cé¢lulas de levadura panadera, basado en el
tratamiento con bajas concentraciones de
NaOH pero este método no es efectivo en la
levadura de fisiéon, probablemente debido a
la diferencia en la constitucion de la pared
celular (Kushnirov, 2000). Posteriormente
(Matsuo et al., 2006)
realizaron una modificacion de este método

Matsuo et. al

combinando la extraccion alcalina con la
ebullicion en SDS-sample buffer. Los
extractos obtenidos por este método también
son aplicables para “Western blot”.

Para poder visualizar Wsclp fue
necesario aplicar este método, que
describimos a continuacion:

-Partimos de un cultivo de células en
medio rico (YES) a una DOgpnm.

-Se toman 10ml de cultivo vy
centrifugamos a 3000 rpm durante 5°.

-Se lava el pellet con 1ml de agua
destilada.

-Se resuspende el pellet en 300ul de
agua destilada.

-Se anade igual volumen (300ul) de
NaOH 0.6M.

-Se incuba 10’ a temperatura ambiente.

-Se centrifuga nuevamente a 3.000 rpm
durante 5°.

-Se anade al pellet 70ul de SDS-
sample buffer (60mM Tris HCI ph 6.8, 4% 3
-mercaptoethanol, 4% SDS, 0.01% de BPB y

59



5% glicerol). Resuspender evitando hacer
burbujas.

-Hervir durante 3°.
-Centrifugar brevemente.

-Cargar 15 pl en un gel SDS-PAGE
8%.

Los extractos obtenidos pueden ser
conservados a -20° hasta su uso.

Para comprobar el tamafio estimado de
las proteinas Mtl2p y Wsclp y realizar
experimentos bioquimicos de interaccion con
otras proteinas, marcamos las proteinas con
el epitopo inmunoreactivo de la
hemaglutinina (HA) (Green et al., 1982).

7.1 Deteccion de MtI2pHA

Para ello se introdujo el epitopo HA en
fase con la secuencia codificante de m#/2",
obteniendo el plasmido pAL-mtl2" (pSCY).
Este plasmido se introdujo en una cepa
carente de m#/2" (YS1220) de tal manera que
la Gnica copia de mt[2" estaria marcada con
el epitopo HA. La proteina marcada es
completamente funcional puesto que las
células que lleva el pldsmido crecen como
las de la estirpe silvestre en presencia de
caspofungina.

Se obtuvieron extractos de proteinas
segun el método descrito en este apartado y
se realizd inmunodeteccion mediante
“Western blot”.

El anticuerpo monoclonal anti-HA
reconocid6 un polipéptido con una masa
molecular de aproximadamente 70 kDa,

superior a los 52,9 kDa que debia tener
segin la base de datos (figura 21-A). Esta
diferencia de tamafio puede ser atribuida a
que el dominio rico en residuos de serinas y
treoninas podria tener sitios de glicosilacion.

7.2 Deteccion de WsclpHA

En el caso de Wsclp fue necesario
sobreexpresar la proteina para poder
detectarla por “Western blot”. Partimos del
plasmido pAL-wscl” (pRZ12) de donde
obtuvimos la ORF del gen marcada con el
epitopo HA que se insertdé en el plasmido
pJCR-L 3X, bajo el control de un promotor
reprimible por tiamina (Forsburg, 1993)
(pSC20). Se transformod una cepa carente de
wscl” (GRG15) y los transformantes fueron
seleccionados en MM-leuttiamina.
Posteriormente se obtuvieron extractos
celulares y se realizO inmunodeteccion
mediante “Western blot”. El anticuerpo anti-
HA detectdé una proteina con una masa
molecular de aproximadamente 120 kDa,
muy superior a los 38,3 kDa que debia tener
segun la base de datos (figura 21-B).

Esta significativa diferencia de tamafio
de la proteina también podria ser por la
existencia de posibles sitios de glicosilacion
en el dominio rico en serinas y treoninas.
Ademas pudiera ser que esta proteina sea
modificada post-transduccionales por otros
mecanismos y como esta descrito en S.
cerevisiae, el domino C-terminal de las
proteinas Wsc esta altamente cargado (Verna
et al., 1997), lo que puede explicar su
movilidad aberrante en SDS-PAGE.

8. ZEnsayo de wunion a

rotequina
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Figura 21. Peso molecular aparente de Mtl2p (A) y
Wsclp (B). Se obtuvieron extractos a partir de células de
la cepa silvestre (izquierda) y del mutante mt/2A transfor-
mado con el plasmido pAL- m#/2"-HA (pSC9) (panel A) y
de la cepa silvestre y del mutante wsclA transformado con
el plasmado (pRE3X-wscl™-HA, pSC20) (panel B). Las
células se recogieron a una DOgpony de 0.5 y en el caso de
la proteina wscl "HA después de 24 horas en ausencia de
tiamina. Las muestras obtenidas segun el protocolo descri-
to anteriormente, se cargaron en un gel de SDS/
poliacrilamida de 8% y fueron visualizados por inmunode-
teccion con anticuerpo anti-HA a una dilucion 1:5000.

8.1 Produccion de Rotequina

Transformamos células DH5o de E.
coli con el plasmido pGEX-RBD (cedido por
la Dra. Pilar Pérez) que lleva la secuencia
codificante de GST-RBD (péptido C21 que

contiene el dominio de unién a RhoA (RBD,
de Rho binding domain), de la proteina
rotequina, fusionada a la
secuencia que codifica la GST (Reid et al.,
1996). Las bacterias transformadas se
incubaron a 28°C en 400 ml de medio LB
(50 pg/ml)
hasta una DOgy de 0,6-0,8. En ese momento
se afiadié IPTG a una concentracion final de
0,5 mM, para inducir la expresion del gen
que codifica la proteina de fusion, y se
incubaron tres horas mas a 28°C.

denominada

con el antibidtico ampicilina

Las células se recogieron por
centrifugacion y se resuspendieron en 20 ml
de PBS (tampodn de fosfato salino: Na,HPO,
10mM, KH,PO4 2mM, NaCl 137mM, KCI
2,7mM) frio al que se afiadieron previamente
diferentes inhibidores de proteasas (2 pg/ml
de leupeptina, 2 pg/ml de pepstatina, 2 pg/ml
de aprotinina y 1 mM de PMSF) y lisozima
a una concentracion de 2 mg/ml. Tras 30
minutos de incubacion en hielo las células se
sonicaron cuatro veces a una potencia de 14
pum de amplitud de onda durante 1 minuto.
Se anadi6 Triton X100 hasta alcanzar una
concentracion final del 1% y se centrifugaron
a 7800 x g durante 1 hora a baja
temperatura.

Se recogid el sobrenadante y se incubo
durante dos horas a 4°C con bolas de
sefarosa que llevan unido
(Pharmacia) previamente equilibradas en
PBS. Las bolas de glutation-sepharosa, con
la proteina de fusion GST-RBD unida, se
lavaron tres veces con 40 ml de PBS por
centrifugacion a baja velocidad. Por ultimo,
se resuspendieron en solucion de lisis B:
0,5% NP-40, 20 mM NaCl, 10% glicerol, 2
mM MgCl,, 0,1 mM ditriotreitol y 50 mM
Tris-HCI pH 7,6, a la que se habian anadido

glutation
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previamente diferentes inhibidores de
proteasas. La cantidad de proteina se
cuantific6 en un gel de poliacrilamida al
12,5% comparandola con diferentes

cantidades de seroalbuimina bovina.

8.2 Obtencion de extractos
celulares

2,5 x 10 células se recogieron por
centrifugacion a 3000 rpm durante 5 minutos
y se lavaron una vez con EDTA 1mM. Las
células se resuspendieron en 100 pl de
solucion de lisis B con inhibidores de
proteasas, se cubrieron con bolas de vidrio
(B. Braun Biotech Int. de 0,45 nm de
didmetro) y se rompieron en un agitador Fast
-Prep FP120 Bio 101 (Savant) mediante dos
pulsos de 20 segundos a una velocidad de
5,5. A continuacion se afiadieron otros 100 p
1 de solucion de lisis B con inhibidores de
proteasas y el lisado se centrifugo a 8000
rpm durante 15 minutos para eliminar los
restos de células, paredes celulares y bolas de
vidrio. Todo el proceso se realizé a 4°C para
evitar la degradacion de las proteinas.

El sobrenadante se recogid y se
cuantificé la concentracion de proteina de los
extractos usando el método colorimétrico de
(Bradford, 1976). 20 pg del
obtenido se llevaron al doble de volumen con
tampon de carga 2X (Tris-HCI 0,1M pH 6,8,
SDS 2%, glicerol 2%, -mercaptoetanol 0,7
M y azul de bromofenol 0,08%) y se
sometieron a SDS-PAGE e inmunodeteccion
como se detalla a continuacion.

extracto

8.3 Ensayo de union

El ensayo se realizd segun lo descrito

por (Ren et al.,, 1999). A partir de los
extractos celulares obtenidos, tomamos 1,5
mg de proteina total, que llevamos hasta un
volumen final de 300 pl en la solucion de
lisis B y afiadimos 40 pl de la suspension de

bolas de glutation-sefarosa unidas a GST-
RBD.

La mezcla se incub6 a 4°C durante dos
horas y se lavo tres veces con 1 ml de la
solucion B. Finalmente el precipitado se
resuspendi6é en 20 pl de tampon de carga 2X
y se someti6 a SDS-PAGE como se detalla a
continuacion.

8.4 Electroforesis 'y
electrotransferencia de proteinas

Las muestras del extracto total y de los
precipitados se hirvieron durante 5 minutos y
se centrifugaron a 13.000 rpm durante otros
5 minutos.

Las proteinas se resolvieron por
electroforesis en geles de poliacrilamida al
12% en condiciones desnaturalizantes (1%
SDS) a 100mV durante aproximadamente
dos horas, segin la técnica descrita por
(Laemmli, 1970). El tampon de carrera 10X
lleva: Tris base 30g/l, SDS 10g/1 y Glicina
144¢/1.

Las proteinas se transfirieron a
membranas de PVDF, (ImmobilonTM-P,
Millipore), mediante el sistema Mini-Trans-
Blot (Bio-Rad) durante 2 horas a 80mV,
usando como tampén Tris-Glicina (Tris base
3 g/l y glicina 14,4 g/l).
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8.5
proteinas

Inmunodeteccion de

Las membranas se bloquearon en TBS
(Tris base 2,5 g/l y NaCl 9 g/l) con
seroalbimina bovina al 3% durante 1 hora a
temperatura ambiente. Después se incubaron
durante 90 minutos a temperatura ambiente
con el anticuerpo primario a la dilucién
apropiada en solucion de bloqueo. Se lavaron
tres veces durante 10 minutos con TBS-T
(TBS con 0,3% de Tween 20 de Sigma) y se
incubaron  después anticuerpo
secundario anti-IgG unido a peroxidasa de
(HRP, horseradish peroxidase)
durante 45 minutos. Las membranas se
volvieron a lavar de nuevo tres veces en TBS
-T y se afiadio el sustrato para la deteccion
de la actividad peroxidasica por
quimioluminiscencia. Se empled el “kit”
ECL de Amershan. Las proteinas reconocidas
por los anticuerpos se detectaron utilizando
peliculas X-Ray Film 100NIF de Fujifilm.

con  un

rabano

Los anticuerpos utilizados fueron:

-anticuerpo monoclonal 12CAS
(Boehringer) contra el epitopo HA, a una
dilucién  1:5.000

-anticuerpo monoclonal anti-IgG de
ratobn unido a peroxidasa de rabano
(Amersham) a una dilucion 1:10.000.

9, Vq[mjagio’n de la activia[qd
enzimdtica B(1,3)-glucdn
sintasa

9.1 Obtencion de extractos
enzimaticos

Todas las manipulaciones se realizaron

de 0 a 4°C para no perder la actividad
enzimatica.

-100 ml de células creciendo en fase
logaritmica (1x 107 cel/ml) se recogieron por
centrifugacion a 3000 rpm durante 5 min.

-Se eliminaron restos de medio de
cultivo con tampoén de lavado (Tris HCI 50
mM pH 8§, EDTA 1mM y B-mercaptoetanol
I mM).

-Se resuspendieron en 100 pl del
tampon de lavado con inhibidores de

proteasas.

-Se rompieron las células con bolas de
vidrio (0,45 nm de diametro, B. Braun
Biotech Int.) en el sistema Fast Prep FPI120
(Savant, Biol0l). Se emplearon tres pulsos
de 15 segundos a una velocidad de 5,5 m/
seg.

-Los extractos se diluyeron en 20 ml de
tampon de lavado y los restos de paredes
celulares y bolas de vidrio se eliminaron por
centrifugacion a 1.000 rpm durante 5 min.

-Se recogidé el sobrenadante y se
precipitaron las membranas celulares
centrifugando 30 minutos a 18.000 rpm.

-El sedimento se resuspendié con
ayuda de varillas de vidrio en 200 pl del
propio tampén de lavado con glicerol al
33%.

-Se realizo el ensayo B-GS tal y como
se describe a continuacion. Los extractos
enzimaticos restantes se almacenaron a -
70°C.
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9.2 Ensayo enzimatico

Se empled como sustrato UDP-D-
glucosa marcada radiactivamente con '“C. Se
prepararon mezclas de reacciéon con y sin
GTP. La mezcla de reaccion con GTP
contenia:

-Tris HC1 75 mM pH 8.

-UDP-D-"*C-glucosa 5mM (2 x10’
cpm/pmol).

-Seroalbumina bovina 0,75 %.
_EDTA 2,125 mM.

-GTP 150 pM.

Todo ello en un volumen final de 40 p
1, de los cuales 5 pl correspondian al extracto
de membranas. La reaccion se llevo a cabo
durante 30 minutos a 30°C. Al cabo de ese
tiempo, se detuvo el proceso afiadiendo 2 ml
de acido tricloroacético (TCA) al 10 %. El
precipitado se filtr6 sobre un papel Whatman
GF/C, se lavo 2 veces con TCA (acido
tricloroacético) al 10 % y otras 2 con etanol.
Una vez secos, los filtros se pasaron a viales
apropiados, afadiéndoles liquido de
centelleo OptiPhase “HiSafe” (Wallace). La
radiactividad incorporada en la reaccion se
midié en un contador de centelleo Wallac
1409.

Los resultados presentados en este
trabajo resultan de calcular las medias de los
obtenidos en 3 experimentos
independientes, realizando cada uno de los
experimentos con muestras duplicadas.

valores

Se determind la concentracion de

proteina presente en el ensayo con el método
de Bradford (Bradford, 1976).

Se define una unidad enzimatica como
la cantidad de enzima que -cataliza la
incorporacion de 1 pmol de sustrato (UDP-D
-glucosa) por minuto a 30°C.

10. Fraccionamiento de los
polimeros de la pared celular

Se utilizé una adaptacion del método
descrito por (Arellano et al., 1996). El

protocolo consta de varias partes:
-Marcaje radiactivo de las células
-Extraccion de las paredes

-Digestiones enzimaticas de las

paredes

-Valoracion

10.1 Marcaje radiactivo de las
células

El marcaje radiactivo de las paredes de
las células se realiz6 partiendo de cultivos de
10 ml a una DOgyomn de 0,8 incubados a
28°C. En el caso de la sobreexpresion de
mtl2" y wscl’ a las 28 horas en MM sin
tiamina para inducir el promotor nmtl. Seis
horas antes de recoger las células afadimos
al cultivo D-"*C-glucosa a una concentracion
de 3 pCi/ml en las cepas mutantes y 12 horas
en las cepas que sobreexpresan mtl2" y
wsel”.
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10.2 Extraccion de las paredes

Se realiz6 segin el protocolo que se
detalla a continuaciéon. Ademas de Ia
incorporacion de glucosa en cada polimero
valoramos la cantidad total de '*C-glucosa
incorporada en las células y en las paredes.

-Las células se recogieron y se lavaron
2 veces con EDTA 1 mM y se
resuspendieron en 1 ml de EDTA 1 mM.

-Se tomaron dos alicuotas de 50 pl
para medir la incorporacion total de glucosa
radiactiva en las células.

-Las células se rompieron con bolas de
vidrio (0,54 mm B. Braun Biotech Int.) en un
sistema Fast Prep FPI120 (Savant, Biol0l),
se usaron tres pulsos de 20 segundos a
velocidad 5,5 m/seg.

-La  rotura se comprobd por
observacion al microscopio.

-Se eliminaron las bolitas y se
centrifugo el extracto 5 min a 1000x g a 4°C
para recoger las paredes.

-Lavamos el precipitado a 4°C tres
veces con NaCl 5M para separar los restos
de membranas de las paredes.

-Lavamos 3 veces con EDTA 1 mM a
4°C.

-Finalmente las paredes se
resuspendieron en 500 pl de EDTA 1 mM y
se hirvieron 5 minutos para inactivar las
posibles glucanasas de la pared.

-Se tomaron 2 alicuotas de 20 pl para

determinar la incorporacion total de glucosa
radiactiva en las paredes.

-Los 460 pl restantes se mantuvieron a
4°C. Posteriormente se hicieron alicuotas
para fraccionar la pared celular en sus
distintos componentes.

10.3 Digestiones enzimaticas de
las paredes

Al final del protocolo de extraccion de
las paredes quedan 460 pl que se dividieron
en alicuotas para fraccionar la pared celular
en sus distintos componentes, tal y como se
expone a continuacion (digestion con
zimoliasa, etc.). Las reacciones se hicieron
por duplicado y se incubaron 36 horas a
28°C.

Después de la incubacion, las
digestiones se centrifugaron 10 minutos a
13.000 rpm. Tomamos muestras de los
sobrenadantes para valorar directamente
(sobre papel Whatman GF/C) y el
precipitado de las reacciones se lavo una vez
con EDTA ImM, se resuspendid y se
almacen6 en TCA al 10% para ser filtrado.

10.4 Filtrado de las muestras

Todas las alicuotas tomadas (excepto
los sobrenadantes que se
directamente) se diluyeron con 1 ml de acido
tricloroacético (TCA) frio al 10%,
manteniéndose a 4°C hasta ser filtradas sobre
papel Whatman GF/C. Los filtros se lavaron
2 veces con 3 ml de TCA al 10% y dos veces
con 1 ml de etanol 96%. Posteriormente se

valoran

secaron y se determin6 su radiactividad en
un contador de centelleo Wallac 1409,
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DIGESTION CON ZYMOLIASA

100 ul Paredes celulares

50 pl Buffer Citrato-Fosfato pH 5,6 50mM

20 ul Zimoliasa 100T 10 mg/ml

El precipitado tras la reaccion se considerd
a(1,3-)glucano.

DIGESTION CON QUATAZIMA

100 pl Paredes celulares

95 ul Buffer 2X fosfato potasico pH 7,5
5 ul Quantazima (20 U/pl)

El sobrenadante tras la reaccion se
considerd B(1,3)-glucano.

CONTROL SIN ENZIMAS

50 pl Paredes celulares
50 pl Buffer Citrato-Fosfato pH 5,6 50 mM

anadiendo liquido de centelleo OptiPhase
“Hi Safe” (Wallace).

El precipitado correspondiente a la
incubacion con Zimoliasa 100T corresponde
al o-D-glucano. El sobrenadante de la
incubacién con Quantazyme corresponde al
B(1,3)-glucano.

precipitados de Quantazyme y Zimoliasa

La diferencia entre los

100T corresponde a galactomanano y B(1,6)-
glucano.

11. Ensayo de determinacion
de la dctividad de Pmkip

bajo condiciones de estrés

Se incubaron las células en medio rico
YES o medio minimo suplementado con los

correspondientes aminoacidos y en ausencia
o presencia de tiamina segun los casos a una
temperatura de 28°C. Cuando las células
alcanzaron una DOQOgyy de 0,5 se comenzoé el
tratamiento de estrés con NaCl 0,5M durante
30°, KC1 0.6M durante 15°, caspofungina 1p
g/ml durante 1 hora y H,O,6mM durante
15’ , respectivamente. También se determino
la actividad de Pmklp a las 22 horas de
sobreexpresion de los genes mt[2" y wscl” en
la cepa silvestre.

En todos los casos se recogieron las
células mediante filtracion de 30 ml de
cultivo, a continuaciéon se extrajeron las
células de los filtros en tubos de
microcentrifuga frios a los que previamente
se le ha afiadido 1ml de PBS 1X frio. Los
precipitados resultantes se congelaron en
hielo A continuaciéon, todas las
muestras obtenidas se descongelaron y se

S€CO.

resuspendieron en 200l de buffer de lisis de
Pmk1 (50mM TrisHCI pH=8, 150mM NaCl,
10% glicerol, NP-40 0.1%) con inhibidores
de proteasas (2uy/ml aprotinina, 2py/ml
leupeptina y 1mM PMSF) incorporados. Las
células se lisaron con bolitas de vidrio
(G8772, Sigma) en una Fast-Prep FP120
(Bio 101 Savant) durante dos pulsos de 16
segundos a una velocidad de 6,0 m/seg. Se
comprobd la rotura celular por observacion
al microscopio de contraste de fases. Las
bolitas de vidrio, paredes y restos celulares
se retiraron mediante centrifugacion a 13.000
rpm durante 10°. Todo el proceso se realiz6 a
4°C para evitar la degradacion de las
proteinas. La concentracion de proteina de
los extractos obtenidos se cuantifico por el
método colorimétrico descrito (Bradford,
1976). Pmk1-HAG6H se purifico utilizando 60
ul de bolas de Niquel Ni*’-NTA Agarose
(Qiagen) al 50% junto con 800ung de cada
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extracto celular obtenido e incubando las
distintas muestras durante dos horas en
agitacion a 4°C. Posteriormente, Pmklp
unida a las bolas de niquel se sedimentd por
centrifugacion y se lavo tres veces con 1ml
de TrisHCL pH 8. Finalmente estos
complejos proteicos se resuspendieron en 15
pl de tampén de carga 2X para proceder a la
electroforesis en geles de 10% de
poliacrilamida y posterior andlisis por
“Western blot”. Para detectar el estado activo
de Pmklp se utilizaron anticuerpos
policlonales antifosfo-p44/42 (Cell
Signalling) a una dilucion de 1:2.500 y para
cantidad total de Pmklp
purificada se utilizaron anticuerpos
monoclonales anti-HA, 12CAS (Boehringer)
a una dilucion de 1:5.000.

detectar la

Realizando igual procedimiento que
para medir la actividad de Pmklp, se
determind la actividad de Stylp bajo
condiciones de estrés con KCl 0.6M durante
15> y H,0, 0.3mM, también por 15°. Se
detecto su estado activo con la utilizacion del
anticuerpo policlonal anti-fosfo-p38 (Cell
Signalling) y para detectar la cantidad total
de Stylp purificada se utiliz6 el anticuerpo
monoclonal anti-HA, 12CAS5 (Boehringer) a
una dilucion de 1:5.000.

12. Andlisis bioinformdtico

de los datos

Para el andlisis informatico de las
secuencias de ADN y de aminodacidos,
alineamientos de secuencias y mapas de
restriccion, se utilizaron los programas
DNASTARTM y DNASTRIDER.

Las secuencias génicas y proteicas se

obtuvieron de las bases de datos de .
pombe, The Wellcome Trust Sanger Institute
Schizosaccharomyces pombe Gene DB
(http://www.genedb.org/genedb/pombe/)
Para el andlisis de los dominios
proteicos se emple6 la base de datos Pfam,

SMART y PROSITE.

Las busquedas bibliograficas se
realizaron a través de las bases de datos
centrales de la Universidad de Salamanca
(MEDLINETM, Current ContentsTM, Life
SciencesTM).

Para variaciones y dudas concretas
sobre algunos protocolos se puede consultar
on line el manual del laboratorio del Dr.
Nurse en:

http://www.hsph.harvad.edu/wolflab/
Protocols/Protocols/Fission%20Lab%
20Manual.htm
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1. Identificacion de los genes
mtlz y wscr

La habilidad para detectar cambios
ambientales y ajustar la respuesta adecuada,
es una propiedad esencial de todas las células
Debido a su alto grado de
las células eucariotas

vivas.
compartimentacion,
han desarrollado complejas cascadas de

seflalizacion, las cuales se inician con
sensores localizados en la membrana
plasmatica y llevan a la regulacion

transcripcional dentro de los nticleos.

Para identificar componentes por
encima de la ruta Rholp/Pcklp/Pck2p que
regula la integridad celular en S. pombe
realizamos una busqueda en la base de datos
de S. pombe del Instituto Sanger, utilizando
las proteinas ScWsclp y ScMid2p, ambas
consideradas como sensores en
Saccharomyces  cerevisiae. Probablemente
debido al elevado nimero de serinas y
treoninas que presentan tanto ScWsclp como

ScMid2p, (ver apartado 1.1), obtuvimos un

gran numero de positivos. Sin embargo, s6lo
consideramos para nuestros estudios dos de
ellas, (SPBC30B4.01c) y (SPACI11G7.01c)
ya que ambas poseian una disposicion de
dominios similar a la de los sensores de
Saccharomyces  cerevisiae. A la ORF
(SPBC30B4.01c¢) la denominamos SpWsclp
por ser la unica proteina con un dominio Wsc
(rico en cisteinas) en S. pombe y a la otra
ORF, SPAC11G7.01c, la denominanos Sp
Mtl2p (de Mid two like), porque presenta un
mayor grado de identidad con ScMid2p y
porque el nombre de Mid2p ya habia sido
asignado previamente a otra proteina en S.
pombe.

1.1 Caracteristicas de las
proteinas Mtl2p y Wsclp

1.1.1 mtl2": es un gen cuya fase de
lectura abierta (ORF) comprende 1.611 pb y
se encuentra en el cromosoma I. La
traduccion de esta ORF da lugar a una
proteina de 536 aminoacidos (aa’) con un
peso molecular estimado de 52.9 kDa

PS Wsc  Ser/Thr ™
Wsclp Dominio

figul;:uth. Ezquel:ma de (dominio rico (altamente mtramtoplésmlco
a estructura de las pro- N .
tefnas  Wsclp y M];t)l2p en cisteinas) manosilado)
de S. pombe. Los domi-
nios indicados son el D =
extracitoplasmico  (Ser/ S fTh ominio
(TThl{/)D transmernbrana ST intracitopldsmico

y citoplasmico.
Wetly pose adomis m | MItIZP _I
péptido sefial (PS) y un (altamente
dominio rico en cisteinas .
(Wsc). La distribucion manosilado)
de los distintos dominios
:ﬁnifﬁb”pmtemases Aminodcidos |1 o Lo v b bl

' 1 100 200 300 400 500
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aproximadamente.

Un andlisis detallado de la secuencia
de Mtl2p revela la presencia de tres dominios
tal y como se muestra en la figura 22. Hacia
su extremo amino terminal se encuentra el
dominio extracitopldsmico con una zona
muy rica en residuos de serinas y treoninas
(STR) (1-242 aa’). Esta zona tiene muchos
sitios de glicosilacion “potenciales” y podria
tener un papel importante en el plegamiento
y funcién de la proteina (Lodder et al.,
1999). El siguiente es un pequefio dominio
transmembrana (243-265 aa’), de
caracteristicas hidrofobicas. Y por altimo un
dominio intracitopldsmico largo (266-536
aa’), que posiblemente conecte el sensor con

la maquinaria de sefializacion interna. En S.
cerevisiae se sabe que este dominio
contribuye significativamente a la
especificidad de la sefial interna (Rodicio et
al., 2008). Mtl2p carece de péptido senal.

El porcentaje de identidad entre la
proteina Mtl2p de S. pombe y Mid2p de S.
cerevisiae es del 33% y cuando se
consideran los aminodcidos conservados o
con funciones similares el porcentaje de
similitud aumenta hasta el 55% (figura 23).

1.1.2 wscl": 1a ORF correspondiente al
gen wscl " consta de 1.125 pb, codifica una
proteina de 374 aa’ con un peso molecular
aproximado de 38,3 kDa y se encuentra en el

SpMt12p -MSFTNNTSSVDTSLSSSASSSIPASSSSAAASTSLSSSSVIPSSSSSMLSSSSATAISS 59
ScMid2p MLSFTTKNSFRLLLLILSCISTIRAQFFVQSSSSNSSAVSTARSSVSRVSSSSSILSSSM 60
:***.:.* * *. *:* ‘k. ::‘k:. * e *. * * * H * Kk Kk K H *
SpMt12p SSSSSPLSSSSFTSPASSSFITSLVSSSSQQSSSSSASLTSSSSATLTSSSSASPTSSSS 119
ScMid2p VSSSSADSSSLTSSTSSRSLVSHTSSSTSIASISFTSFSFSSDSSTSSSSSASSDSSSSS 120
A**k_ * k% :k_:A *ees Ax:A * * e v(x_A:A :k*k::x :k'A**
SpMtl12p SHALSSSSSSLVASSSSSGMSSSSLSHSSSVPSSSSSYHSSSMTTSGLSSSASIVSSTYR 179
ScMid2p SFSISSTSATSESSTSSTQTSTSSSSSLSSTPSSSS—---SPSTITSAPSTSSTPSTTAYN 177
w.::kA:A:: :k:kﬂ: 7\:&* * A*.*kkkA k.k WA. k:k:: :::*.
SpMt12p DGPSIITLVSTSYVSEVVTPTTTNNWNSSSSFTSSTSSTPISSSYSSSGTLPSKSNKSSN 239
ScMid2p QGSTITSIING--—-=-——-—-— KTILSNHYTTVTYTPSATADSSNKSKSSG---LSKKNRN-- 224
HAE S * R L AR
SpMt12p HVGVVVGCSVAIPVGVVLILIGLGIFLWKRHQRSKRIKAERMQEVEEYGEFNPNQPSNFRS 299
ScMid2p -—-—-IVIGCVVGIGVPLILVILALIYMFCIQSSRTDFIDSD-——————=———=————— GKVVT 266
HESE R HH R S : :
SpMtl12p PNRAPSTNNRYRGWNGSPTPAAGNNTNGRPVAPRPSAGAGGANPPAASQPGLLGGSSNSA 359
ScMid2p AYRANKFTKWWYMLLGKKVSDEYHSDSP-—-=-=-=====——————————————— LGGSASSA 302
A S oL, HI. KRRy K
SpMt12p GPIAAATAAGVGADASDAANTGGSFTRPQGARMVRPIGNPPDLSASNEAEATMPPSNGSN 419
ScMid2p G-———————- GLDLDEADDVMEQSSLFDVR-========—=—————— IRDSDSVLPNAN--- 335
* * * .k * . I :k
SpMtl12p FSEGLSASPFESGPAVGAAGAAAEAAEHSGSGSDSYPEGPLATIPESDSESMASDLAGES 479
ScMid2p =00 0mmmmmmmmmm— - TADHNNTNSGGEP-—-—-—-————-— INSSVASNDITIEEK 362
HE R g HI .
SpMtl12p SYGSRAALSSRSQSNLLSPTSTGASNQPNYSPFADNPSSSNVSIPRSSSEARRLNLE 536
ScMid2p FYDE-=-===——- OGNELSPRNY-===—=—=—— - e e e 376
*.. *.* * Kk *

Figura23. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la proteina Mtl2p de S. pombe con la secuencia
de Mid2p de S. cerevisiae. El alineamiento se realizo con el programa CLUSTAL. (*) sefiala los aminoaci-
dos idénticos, (:) indica los aminoacidos muy conservados y (.) aminoacidos que tienen funcion similar.
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cromosoma II.

Esta proteina presenta los mismos
dominios que la anterior (Mtl2p) aunque con
ciertas diferencias (figura 22). En la region
extracitoplasmica (1-292 aa’), Wsclp posee
una secuencia correspondiente a un péptido
sefial (1-20 aa’). Ademas presenta un motivo
con 8 cisteinas, llamado también dominio
Wsc o dominio rico en cisteinas (CRD) (34-
109 aa’), que forma una estructura al final de
la barra de serinas y treoninas y que podria
“sentir” sefiales y/o modular la actividad de
la proteina (Lodder et al., 1999). Es posible
que este motivo sea el encargado de
establecer el contacto con los glucanos de la
pared celular. A continuacién viene un
dominio rico en residuos de serina y treonina
(STR), que como hemos sugerido antes para

glicosilado (Straede and Heinisch, 2007), y
un dominio transmembrana (293-315 aa’).
La cola citoplasmica (316-374 aa’) es mucho
menor que la de Mtl2p y se caracteriza por la
presencia de aminoacidos cargados
negativamente (5 de acido aspartico). En S.
cerevisiae se ha visto que tanto el dominio
Wsc como la zona rica en residuos de serinas
y treoninas son esenciales para la funcion de
la proteina “in vivo” (Lodder et al., 1999).

Entre Wsclp de S. pombe y Wsclp de
S. cerevisiae el porcentaje de aminoacidos
idénticos es del 30% y al analizar los
aminoacidos conservados o con funciones
similares el porcentaje de similitud aumenta
hasta un 48% (figura 24).

’
SpMtl2p, podria estar fuertemente
SpWsclp MVEFLNSSPFKGRLLFFVYLLIISTRLVAADMNTQYGCYLVDSSLTEQGTFTYLDPAYCYN 60
ScWsclp ——=--= MRPNK-TSLLLALLSILSQANAYEYVNCFS---SLPSDFSKADSYNWQSSSHCN- 50
* K. . Kok . .k . * ... .. . . .k
SpWsclp NICGGSDNIAFVAIRNNQCYCGST-LTATEVSSSLCTTPCPGYGSLMCGGDLYWSVYLTG 119
ScWsclp SECSAKGASYFALYNHSECYCGDTNPSGSESTSSSCNTYCFGYSSEMCGGEDAYSVYQLD 110
oo A_ .:_:»\AAK.k :_:A :Av( v(.):x A,\'k AxAA: :'AAk
SpWsclp NGVLQTTVSSSSVSSTTSSSSSSSPSSSSTTTTTSPSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS 179
ScWsclp S=—==== DTNSNSISSSDSSTESTSASSSTTSSTTSSTTSTTSSTTSSTTSSMASSSTVON 165
.k.)\:A#f: )A:.):A.k‘k*:*::‘,‘{k)\A::A::**::A*::*A :AA*:
SpWsclp SSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSVPITSSTSSSHSSSSSSSSSSSSSSRPSSSSS 239
ScWsclp SPESTQAAASISTSQSSSTVISESSLTSDTLATSSTSSQSQDATSIIYSTTFHTEGGSTI 225
I e O G O R LR
SpWsclp FITTMSSSTFISTVIVTPSSSSSSTSSEVPSSTAALALNASKASNHTSLNAGAIVGIVIG 299
ScWsclp FVINTITASAQNSGSATGTAGSDSTS-———=——=————-—— GSKTHKKKANVGAIVGGVVG 271
Kok ... . . * . * * % % .. * * k Kk K %k hoe ok
SpWsclp CVAFAVVMALCIFLYFYFR-=-=———- RFKIRMSDSANEGKYPS--YASELDSRLDP--AM 348
ScWsclp GVVGAVAIALCILLIVRHINMKREQDRMEKEYQEAIKPVEYPDKLYASSFSSNHGPSSGS 331
A_ rA':AAAA:A . . *:: . R :*A. rAx.:_x. .A
SpWsclp MNRKSSESLADSQ--DYSRKILRVTNLN--—===—==—————————— 374
ScWsclp FEEEHTKGQTDINPFDDSRRISNGTFINGGPGGKNNVLTVVNPDEAD 378
.k . * Kok e ok * . K

Figura 24. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la proteina Wsclp de S. pombe con la secuen-
cia de Wsclp de S. cerevisiae. El alineamiento se realizd con el programa CLUSTAL. (*) sefala los ami-
noacidos idénticos, (:) indica los aminoacidos muy conservados y (.) indica los aminoacidos que tienen

funcién similar.
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2. Obtencion vy andlisis de los
mutantes nulos mtl2A vy
WSCIA

2.1 Obtencion de los mutantes
nulos mtI2A 'y wsclA

2.1.1 Obtencion del mutante nulo
mti2A

Para averiguar la posible funcion
bioldgica de Mtl2p decidimos obtener cepas
de S. pombe carentes del gen mtl2". Para
eliminar la ORF correspondiente a mtl2" se
utiliz6 la técnica de reemplazamiento génico
en un solo paso descrita por Rothstein
(Rothstein, 1991; Rothstein, 1983). Esta
técnica consiste en transformar la estirpe
deseada con un fragmento lineal de ADN al
que denominamos casete de delecion, en el
cual las regiones promotora y terminadora
del gen mtl2” flanquean un marcador de
del carece la estirpe

seleccion que

transformada. Este fragmento se integra en el
genoma por recombinacion homologa
sustituyendo a la copia silvestre del gen.

Para la construccion del casete de
delecion de mtl2" utilizamos como marcador
de seleccion el gen his3" clonado entre los
sitios Pstl-EcoRV del sitio multiple de
clonacion del plasmido SK (pSK-#is3). Un
fragmento de 1,4 kb, correspondiente a la
region promotora de mt#/2", se amplifico
mediante PCR (Polymerase Chain Reaction)
a partir de ADN gendmico y se clond entre
los sitios Apal/Sall del plasmido pSK-his3.
El fragmento de 1,2 kb correspondiente a la
region 3’ se obtuvo por PCR y se clond entre
los sitios Pstl y Notl del plasmido construido
anteriormente (que lleva el extremo 5° de
mtl2" y el gen his3"). El plasmido resultante
se denomind pFM2.

El fragmento de 5,4 Kb obtenido a
partir de pFM2 por digestion con Apal-Notl
que contiene el marcador his3" y las regiones

DNA genémico

HAPLOIDES
mti2A

wt

Plasmido

DNA genomico

DNA gendémico

Figura 25. A-Estrategia empleada para delecionar el gen m#[2". Se representa la ORF del gen (1,4kb) en verde, las regiones
flanqueantes del gen obtenidas por PCR (azul y rojo) asi como el fragmento de 2.3k b procedente del plasmido pSK-his3,
con el gen his3" (en amarillo) y el gen de resistencia a kanamicina, kanMXG6 (en rosa). También se muestran los oligonucleé-
tidos utilizados para verificar por PCR de la interrupcion del gen. B-La integracion del casete de delecion se comprobd me-
diante PCR en varios de los transformantes m¢#/2A. En la figura se muestra la banda de 1,8 kb obtenida utilizando los oligonu-
cleotidos Mid 2-ext. y M22. No hay producto de PCR en la cepa silvestre.
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3'y 5'de mtl2" se empleo para transformar la
cepa de S. pombe YS64, haploide.

Se seleccionaron 20 transformantes
his3" haploides y se sometieron a una prueba
de estabilidad que en S. pombe es esencial
porque la recombinacion homologa es
mucho menos frecuente que en S. cerevisiae.
Para ello, los estriamos
consecutivas en medio rico y posteriormente
se replicaron en medio selectivo (MM sin
Histidina).

cinco veces

19 de los 20 clones haploides
analizados mantenian la prototrofia para
histidina de forma estable. Para saber si el
casete de delecion se habia integrado en el
locus de mtl2", amplificamos la region
correspondiente con una pareja de
oligonucledtidos en la que uno de ellos anilla
con una secuencia externa al casete, en la
region 5° de m#2" (Mid 2-externo) y otro
anilla con una secuencia dentro del gen his3"
(M 22) tal y como se muestra en la figura
25. La presencia de cepas haploides en las
que hemos eliminado la ORF de mt/2" nos
indica que el gen m#/2" no es esencial para la
viabilidad de la célula.

Por el mismo procedimiento
construimos el casete de delecion
mtl2::kanMX6 'y obtuvimos las cepas
correspondientes en las que la ORF del gen
mtl2" se sustituyé por el marcador de
resistencia a kanamicina (ver Apartado
4.11.1 de Materiales y Métodos) (figura 25).

2.1.2 Obtencion del mutante nulo
wsclA

Para eliminar la ORF correspondiente
al gen wscl”, al igual que se hizo con el gen

mtl2", se utilizd la técnica de
remplazamiento génico en un solo paso
descrita por Rothstein (Rothstein, 1991;

Rothstein, 1983).

Para construir el casete de delecion
utilizamos el marcador de seleccion ura4”
clonado entre los sitios HindIII-PstI del sitio
multiple de clonacion del plasmido SK. Un
fragmento de 1 kb de la region promotora del
gen wscl' fue amplificada mediante PCR a
partir del ADN gendmico y se clond entre los
sitios Xhol/HindIII del plasmido pSK-ura4".
De la misma manera se amplific6 un
fragmento de 1 kb correspondiente a la
region 37 y se clono entre los sitios BamHI-
Notl del plasmido obtenido en el paso
anterior. El plasmido resultante se denomind
pCLS.

pCL5 se digiri6 con las enzimas de
restriccion Xhol y Notl, y el fragmento lineal
que contenia el casete de delecion completo
(3,4kb) se utiliz6 para transformar la cepa
haploide YS64 (figura 26). Los
transformantes fueron seleccionados en MM
sin uracilo y se realizd una prueba de
estabilidad para eliminar los clones no
estables. Algunos de los clones estables se
analizaron mediante PCR, utilizando un
oligonucledtido localizado dentro de la ORF
del gen ura4™ (M13) y otro localizado en el
extremo 5’, externo al casete de delecion
(PCR-5’-comprobacion-wscl) tal y como se
muestra en la figura 26, panel de la derecha.
Como en el caso anterior, la presencia de
cepas haploides en la que hemos eliminado
la ORF de wscl " indica que el gen wscl” no
es esencial para la viabilidad de la célula.

Con el objetivo futuro de obtener
mutantes dobles entre los genes mt2" y
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PCR-5"-comp-wscl l

PCR-5"-comp-wscl l
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Kan3

DNA gendémico

DNA genémico

DNA genémico

HAPLOIDES
wt wsclA

Figura 26. A-Estrategia seguida para eliminar el gen wsc/". Se representa la ORF del gen (1kb) en verde, las regiones flan-
queantes del gen obtenidas por PCR (azul y rojo) asi como el fragmento de 1,4kb procedente del plasmido pSK-ura, con el
gen ura4 (en amarillo) y el gen de rsistencia a la kanamicina, kanMX6 (en rosa). También se muestran los oligonuclétidos
utilizados para la verificacion por PCR de la delecion del gen. B-La integracion del casete de delecion se comprobd mediante
PCR en varios transformantes wsc/A. En la figura se muestra la banda de 1,6 Kb obtenida utilizando los oligonucleétidos
PCR-5"-comp-wscl y M13 para el casete ura4. No hay producto de PCR en la cepa silvestre.

wscl’, obtuvimos también cepas
wscl::kanMX6, en las que la ORF del gen
wscl” se ha sustituido por el gen que
confiere resistencia a kanamicina (figura 26
y apartado 4.11.2 de Materiales y Métodos)

2.2 Analisis de los mutantes
nulos m#l2A 'y wscIA

Uno de los mecanismos empleados
para conocer la funcidon de un gen es analizar
los fenotipos asociados a la carencia del
mismo.

2.2.1 Crecimiento de las cepas

mtlI2A 'y wsclA en distintas condiciones

Estudiamos en primer lugar Ia
capacidad de los mutantes nulos mt/2A para
crecer en distintos medios y a distintas
temperaturas. Para ello se tomaron dos de los
mtl2A, denominados

clones haploides

YS1215 y YS1220 (Tabla I, Materiales y
Meétodos) y se realizaron ensayos de gota en
placa. Partiendo de una suspension de células
de D.Og¢oonm 2,7, se realizaron diluciones
seriadas (8 x 10%, 4 x 10*, 2 x 10%, 2 x 10°, 2
x 10? y 2 x 10" cels/ml) y aproximadamente 3
pl de células de cada una de estas diluciones
se sembraron con un dispositivo
multidispensador en placas de medio rico
(YES) a 25°C, 28°C, 32°C, y 37°C. Como
estirpe silvestre se utilizd la cepa isogénica
YS64. Tras 3 dias de incubacion observamos
que tanto a 25°C como a 28°C, 32°C y 37°C
no habia diferencias de crecimiento entre las
cepas mutantes y la cepa silvestre en medio
rico. Sin embargo, al realizar el mismo
experimento en medio minimo (MM)
observamos que la cepa mtl2A era incapaz de
crecer a cualquier temperatura. Creemos que
este defecto de crecimiento en MM se debe a
un problema en el transporte de aminoacidos,
especificamente leucina, ya que cuando
transformamos las células del mutante nulo
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Figura 27 Curva de crecimiento del mutante nulo (YS1220) y de la cepa silvestre (YS64) a 28°C, en medio rico. Se tomaron

muestras de los cultivos cada dos horas y se midi6 la D.O. gyonm-

mtl2A con el plasmido pAL que lleva el gen
LEU2 de S. cerevisiae, que complementa la
mutacion leul-32 de S. pombe, las células
crecen perfectamente en MM sin leucina.
Este dato nos indica que probablemente la
dificultad est4 en tomar la leucina a partir del
medio de cultivo.

Se realizaron curvas de crecimiento en
medio rico liquido (YES) a 28°C, tanto del
mutante como de la estirpe silvestre. Para
ello, cultivos de ambas cepas creciendo en
fase logaritmica a 28°C fueron diluidos en
medio fresco hasta una D.Ogy,m 1nicial de
0,1 y se tomaron muestras cada dos horas
durante un periodo de 12 horas.

Como se puede ver en la figura 27
(panel de la izquierda), la velocidad de
crecimiento de la cepa mtl2A es similar a la
que presenta la estirpe silvestre (YS64).
Tomando muestras a tiempos mas largos,
observamos que ambas cepas entran en fase
estacionaria al mismo tiempo (figura 27,
panel derecho).

Para caracterizar el fenotipo de la cepa
wsclA, también analizamos su capacidad de
crecimiento a distintas temperaturas.
Tomamos dos de los clones haploides wsclA
a los que denominamos GRG12 y GRGI5
(Tabla I, Materiales y Métodos) y
realizamos ensayos de crecimiento en placas
de medio (YES) utilizando el
procedimiento descrito anteriormente.
Después de 3 dias de incubacion, no
observamos diferencias de crecimiento entre
la cepa silvestre y los mutantes a ninguna de
las temperaturas analizadas (25°C, 28°C,
32°C y 37°C) (resultados no mostrados).
Tampoco observamos diferencias en el
crecimiento en placas de medio minimo
(MM) a distintas temperaturas, ni en el
crecimiento en medio liquido, rico YES o
MM a 28°C (figura 28).

rico

2.2.2 Los mutantes nulos m#l2A 'y
wsclA presentan defectos en la
integridad celular

A continuacion decidimos estudiar la
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morfologia de las células en fase logaritmica redondeados. Este fenotipo representa

al microscopio de contraste interferencial
(Nomarsky). En el mutante nulo mtl2A
aunque la mayoria de las células son de tipo
silvestre hay algunas células lisadas (células
arrugadas con mayor refringencia) (figura
29). Realizamos varios recuentos en
diferentes experimentos y observamos que
aproximadamente el 15% de las células del
cultivo se lisan y que el fenotipo de lisis se
puede corregir afiadiendo un estabilizador
osmotico al medio (sorbitol 1,2M). También
observamos algunas células con forma de
cucharilla, es decir con uno de los extremos

aproximadamente el 23% de las células del
cultivo (figura 30).

En el caso del mutante nulo wsclA, la
mayoria de las células son de tipo silvestre
pero también hay algunas células lisadas
(8%) (figura 29). En este caso las células
lisadas también desaparecen en presencia de
sorbitol.

Los dafios en la pared celular provocan
normalmente alteraciones morfoldgicas que
van acompafadas de pérdida de la integridad
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RESULTADOS

Figura 29. Fotografias de contraste
interferencial (DIC) de la cepa silvestre
YS64, del mutante mtlI2A (YS1220) y
el mutante wscIA (GRG15). Las cepas
se incubaron a 28°C en medio rico
(YES liquido) hasta alcanzar la fase
logaritmica temprana.

celular. El hecho de que un estabilizador
osmotico como el sorbitol corrija el fenotipo
de lisis de los mutantes podria indicar la
existencia de dichas alteraciones. Por ello
decidimos estudiar la morfologia de las
células en presencia del fluoroforo
Calcoflior White. El calcoflior presenta
afinidad por los polimeros de glucosa unidos
mediante enlaces (1,4), como la quitina y la
celulosa, y por los B(1,3) glucanos y en
ambos casos forma complejos fluorescentes
(Nicholas et al., 1994). En la figura 30 se
puede observar que la forma de algunas
células es aberrante y la fluorescencia es

menos intensa en las células de los mutantes
mtl2A'y wsclA.

2.2.3 Los mutantes mtl2A 'y wscIA
son sensibles a antifungicos

Muchos mutantes de levaduras con
defectos en la pared celular presentan mayor
sensibilidad o resistencia que la estirpe
silvestre a ciertos antifungicos (Castro et al.,
1995; Douglas et al., 1994; Garcia et al.,
2006; Qadota et al., 1996; Tajadura et al.,
2004).

DIC

Calcofltor

Figura 30. Foto-
grafias de contraste
interferencial y
tincion con Calcofl-
uor de la cepa sil-
vestre YS64 y los
mutantes mtl2A (
YS1220) y wsclA
(GRGL15). Las ce-
pas se incubaron a
28°C en medio rico
(YES liquido) hasta
alcanzar la fase
logaritmica tempra-
na.
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Para comprobar si la eliminacion de los
genes mtl2" y wscl® podria afectar a la
estructura de la pared celular, analizamos la
sensibilidad y/o resistencia de los mutantes
nulos, mtI2A y wsclA, frente a dos tipos de
antifingicos: equinocandina y calcofltor.

Las equinocandinas son hexapéptidos
ciclicos que se describieron a finales de los
aflos 70 y que actian inhibiendo la
biosintesis de PB(1,3)-glucano (Odds, 2003).
El antifingico CANCIDAS™ (acetato de
caspofungina), pertenece a esta familia. La
caspofungina es un derivado semisintético de
un producto natural, la pneumocandina y ha
sido aprobado en un gran nimero de paises,
incluido Espafia, para el tratamiento de
aspergilosis invasivas graves producidas por
especies de y Candida
(Deresinski and Stevens, 2003; Keating and
Jarvis, 2001).

Aspergillus

El calcofluor se une a los polimeros de
la pared celular y altera el ensamblaje de sus
componentes desorganizandolos e
impidiendo el crecimiento (Nicholas et al.,
1994). Entre los polimeros de la pared
celular de S. pombe parece que es el B(1,3)-
glucano lineal, que se localiza en el septo, el

que presenta mayor afinidad por el calcofluor
debido a su estructura fibrilar (Cortés et al.,
2007).

Para realizar este ensayo, se tomaron
aproximadamente 2.7 x 10° células de cada
cepa y se resuspendieron en 200ul de agua
estéril. Se hicieron diluciones seriadas y
mediante un dispositivo multidispensador se
recogieron 3ul de cada pocillo y se
depositaron en placas de medio rico (YES)
suplementadas con diferentes
concentraciones de caspofungina (de 0,25 a
3 pg/ml) (figura 31). La cepa mt/2A es muy
sensible a este compuesto y es incapaz de
crecer en placa a concentraciones superiores
a 0.5 pg/ml, a diferencia de la estirpe
silvestre que crece bien, incluso a
concentraciones superiores a 4 pg/ml (datos
no mostrados). La cepa wsc/A también es
sensible a caspofungina pero a
concentraciones mas altas (2 pg/ml), tal y

como se muestra en la figura 31.

También realizamos un experimento
similar utilizando calcoflior como
antifingico, es decir a una concentracion
mucho mas alta que la que se utiliza para
tefiir las células. En la figura 32 se muestra

YES+Caspofungina

YES+Caspofungina Figura 31. Ensayo de sensibilidad al
antifungico caspofungina de los mu-
0,25 ug/ml 0,5 ug/ml tantes ma2A  (YS1220), wscIA  (

GRGL15) y la cepa silvestre (YS64).
Se hicieron diluciones seriadas de
cada cepa (8x10% 4x10*, 2x10%
2x10%, 2x10* y 2x10' cels/ml) y
aproximadamente 3pl de cada una de
estas diluciones se sembraron en pla-
cas de medio rico (YES) como control

2 ug/mi

y YES suplementado con caspofungi-
na (0,25ug/m, 0,5 pg/ml, 1,5ug/m, 2
g/m y 3ug/m). Las placas se incuba-
ron 3 dias a 28°C.
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que ambos mutantes (mt/2A y wsclA) son
incapaces de crecer en presencia de 0,5mg/
ml del compuesto a diferencia de la estirpe
silvestre. En el experimento utilizamos el
rgflA

sensibilidad al calcofluor.

mutante como control por su

2.2.4 Los mutantes mti2A 'y wsclA
son sensibles a distintos tipos de estrés

Realizamos ensayos de sensibilidad en
placa frente a otros tipos de estrés (cafeina,
SDS, cloruro sodico y vanadato sodico). Para
analizar la sensibilidad frente a los distintos
compuestos, en cada caso probamos una
bateria de concentraciones. En la figura 33
se muestra la concentraciéon en la cual
observamos mayores diferencias entre la
cepa silvestre y los mutantes. El mutante
mtI2A es muy sensible a los diferentes tipos
de estrés (cafeina 12mM, vanadato sodico

Figura 32. Ensayo de sensibilidad al antifingico calcofl-
uor de los mutantes m#/2A (YS1220), wsclA (GRG15) y
la cepa silvestre (YS64), utilizando rgfIA como control
positivo. Se hicieron diluciones seriadas de cada cepa
(8x10%, 4x10*, 2x10%, 2x10°, 2x10? y 2x10' cels/ml) y
aproximadamente 3ul de cada una de estas diluciones se
sembraron en placas de YES y YES suplementado con
calcofluor 0,5 mg/ml.

0.015%), mientras que el mutante wsclA es
ligeramente sensible a vanadato sodico

1,7mM y NaCl 0,1M (figura 33).

2.2.5 El mutante mtI2A presenta
defectos en la actividad B(1,3)-glucan
sintasa y en el contenido de B-glucano
de la pared celular

Los datos que hemos obtenido hasta
ahora indican que los genes mt2" y wscl"
podrian tener la pared celular alterada. Para
determinar si Mtl2p y/o Wsclp participan en
la regulacion de la biosintesis del B(1,3)
glucano de la pared celular realizamos un
ensayo para medir la actividad B-glucan
sintasa “in vitro” en los mutantes nulos
correspondientes. Recogimos las células en
fase logaritmica, a partir de cultivos en
medio rico y obtuvimos los extractos de
membrana que empleamos como fuente de

1.7mM, cloruro sodico 0.1IM y SDS enzima en el experimento “in vitro”. Como
YES+Cafeina YES+Vanadato
YES 12 mMm 1,7mM

mtizA [ XX LEEID
wsclA XXX EFEXALKX )
YES+ SDS
YES 0,015%

mt2A [ XYY K K L&

wsclA

wt [ XTI

YES+NacCl

(000045000 [pe0¢

Figura 33. Crecimiento en placa de las
cepas silvestre (YS64), mtI2A (YS1220) y
wsclA ( GRG15). Partiendo de una sus-
pension de células se hicieron diluciones
seriadas (8x10*, 4x10%, 2x10% 2x10°
2x10% y 2x10") y aproximadamente 3ul
de cada una de estas diluciones se sem-
braron en placas de YES y en YES su-
plementado con cafeina 12mM, vanadato
sodico 1,7/mM, SDS 0,015% y NaCl
0,IM. En todos los casos las placas se
incubaron a 28°C durante 3 dias.

0,1M
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sustrato para valorar la cantidad de glucano
empleamos  '*C-UDP-glucosa
marcada radiactivamente (ver Apartado 9 de
Materiales Métodos).

sintetizado

Como podemos apreciar en la figura
34, la actividad B(1,3)-glucan sintasa en el
mutante m¢[2A se redujo un 25% comparada
con la de la cepa silvestre. Aunque no es una
diferencia muy grande, si es repetitiva. El
dato que aparece en la figura 34 es la media
de tres experimentos independientes.

En el mutante wsc/A los valores de la
actividad P(1,3)-glucan sintasa son muy
similares a los de la cepa silvestre. Estos
resultados sugieren que la pérdida de
integridad en las células del mutante mt/2A
podria ser debida a defectos en la biosintesis
de la pared celular.

También nos preguntamos si una
disminucién en la actividad B-glucén sintasa
podria venir acompafiada de una disminucion

de la sintesis de [-glucano “in vivo”.
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Figura 34. Actividad de la enzima B-(1,3) glucan sintasa
en la cepa silvestre (YS64) y en los mutantes nulos mt/2A
(YS1220), wscIA (GRG15). Los valores representados
son la media de la incorporacién de '“C-glucosa de tres
experimentos independientes. Las barras de error repre-
sentan la desviacion estandar.
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Figura 35. Composicion de la pared celular en una cepa
silvestre (YS64) y en los mutantes nulos m#/2A (YS1220)
wsclIA (GRGI15). En la grafica se representan los niveles
relativos de incorporacion de "*C-glucosa en cada uno de
los polimeros que forman la pared celular. Incubamos las
cepas en YES a 28°C y 6 horas antes de recoger las célu-
las afiadimos '“C-D-glucosa radioactiva. Los valores re-
presentados son la media de tres experimentos indepen-
dientes. Las barras de error representan la desviacion
estandar de la incorporacion total de '*C-glucosa en la
pared.

% de C-glucosa incorporada

Realizamos una cuantificacion de los
polimeros mayoritarios de la pared celular en
(tal y
como se describe en el Apartado 10 de
Materiales y Métodos). Cultivos de 10ml de
los dos mutantes y de la cepa silvestre,
fueron incubados en medio rico afiadiendo
como sustrato D-(**C)-glucosa durante las
ultimas 6 horas.

los mutantes nulos mt[2A y wsclA

Como se puede apreciar en la figura
35, en el mutante m#/2A se produjo una
disminucién general de la sintesis de la pared
celular (25% respecto al 30% de la cepa
silvestre). Esta diferencia se debe
principalmente a la disminucion de la
cantidad de B-glucano, 13% en el mutante

mtlI2A  con respecto al 17% en la cepa
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silvestre, y concuerda con la disminucion de
la actividad B-glucan sintasa medida “in

vitro”.

No observamos diferencias en la
composicion de la pared celular entre el
mutante wsc/A y la cepa silvestre (figura
35).

3. El ciclo sexual se
desarrolla normalmente en
los mutantes nulos mitl2A vy
WSCIA.

En S. cerevisiae el mutante mid2A
pierde la integridad después del tratamiento
con factor a, que es la feromona sexual
(Ono et al., 1994; Rajavel et al., 1999). Nos
preguntamos si alguno de los mutantes mt/2A
o wscIA presentaba algin defecto en
conjugacion y/o esporulacion.

Los experimentos de conjugacion se
realizaron utilizando estirpes heterotalicas de
distinto sexo (h" y h) que procedian de
cultivos en placa de medio YES inoculados
24 horas antes. Aproximadamente el mismo
nimero de células de cada una de las cepas
(h" y h), se mezclaron en un pequefio
(20ul), se
depositaron en una placa de medio MEA y
esta se incubo a 28°C. Los zigotos se forman
al cabo de 12-20 horas e inmediatamente
sufren meiosis y esporulacion, formando
ascas con 4 ascosporas que van apareciendo
entre las 24-48 horas siguientes.

volumen de agua estéril

En S. pombe los zigotos se diferencian
del resto de las células por su forma y mayor
tamano. Esto permite calcular la eficacia de

la conjugacion dividiendo el numero de
zigotos formados (contados cada uno de ellos
como dos células), entre el namero total de
células y expresando el total como
porcentaje. El indice de conjugacion se

calcul6 por la siguiente formula:

n” de zigotos +n° de ascas

=

n” de zigotos +n° de ascas + n” de células

Para determinar el efecto de la
mutacion mt[2A 'y wsclIA en el proceso de
diferenciacion sexual utilizamos las cepas
isogénicas YS1215 (mtl2A h") y YS1220
(mtI2A h), GRG12 (wscIA h") y GRGI5
(wscIA ). Cada cruce se repiti6 tres veces y
se contaron al menos 300 células en cada
muestra. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 1.

En los cruces homozigoticos mtI2A h"
x mtI2A hy wscIA h" x wscIA h, el
numero de zigotos y ascas formadas al cabo
de 24 horas es similar al observado en los
cruces isogénicos mtl2"h" x mtl2"h" y wscl”
h" x wscI"h. No encontramos diferencias
significativas en la capacidad de conjugacion
de los mutantes con respecto a la estirpe
silvestre.

Cuando analizamos la capacidad para
formar ascas con cuatro ascosporas
refringentes en estos mismos mutantes,
tampoco observamos diferencias con
respecto a los cruces silvestres. Finalmente,
analizamos la viabilidad de las esporas
obtenidas a partir de cruces homozigdticos
mutantes o silvestres y el resultado fue muy
parecido en ambos casos (resultados no

mostrados).
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- mti2zA | wsc1A

(h"xh) | h"xh} |wt(h xh)
Ascas 18% 14,50% 8.2%
Zigotos 13% 15,20% 5,20 %
Células 69% 70,20% | 8850%

% Conjugacion| 309% 29.7% 11.4%

Tabla 1. Porcentaje de ascas y zigotos en los cruces wt
(h" xh), mt2A (h" x ) y wscIA (h* x h") después de 24
horas en MEA. Se utilizaron las parejas de cepas YS64 (h
) y YS70 (h"), YSI1215 (mti2Ah") y YS1220 (mtl2Ah),
GRGI12 (wscIAh") y GRGI15 (wscIAh). También se
muestra el indice de conjugacion (%) de las cepas mutan-
tes mtl2A, wsclA 'y la estirpe silvestre a las 24 horas.

4, La delecion simultdanea de
mit(z vy wscr es letal

Para continuar estudiando la funcion
de estos genes (mt[2"y wscl’) y después de
haber comprobado que la delecion individual

no afecta los procesos de conjugacion y
esporulacion, nos propusimos estudiar el
fenotipo de las cepas que carecen de mtl2" y
wscl" ala vez.

tétradas del cruce
mtl2::his3" h', no
encontramos ninguna espora de fenotipo his"

Al analizar
wsel:-:ura4”™ h X

ura’. De 18 ascas analizadas: 9 tenian tres
esporas (una espora his” ura’, una his' ura’,
una his” ura’ y una inviable que deberia ser
his” ura"), dos ascas produjeron 4 esporas de
tipo parental viables, un asca, 3 esporas de
tipo parental y 6 ascas tenian solo dos
esporas (figura 36).
Nuestros datos indican que la delecion
simultanea de mtl2"y wscl " es letal.

viables his~ wra

4.1 Niveles muy bajos de Mtl2p
y Wsclp provocan la lisis de las

123456 789

YES

123456 789

eAN-NIN

Figura 36. Resultado de la disec-
cion de tétradas de zigotos mti2A
wsclA en una placa de medio YES
y posteriormente replicada en pla-
cas de MM sin uracilo y MM sin
histidina.

SIY-INIA

™ ™
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células
El efecto de letalidad sintética
observado anteriormente podria ser

consecuencia de wun problema en la
germinacion de las esporas, donde ambas

proteinas fueran necesarias.

Para investigar la pérdida de funcion
de Mtl2p y Wsclp a la vez durante el
crecimiento vegetativo, construimos la cepa
P81nmtl-mtl2" wsclA (SC82)
esquema que se muestra en la (figura 37).
Primero obtuvimos el mutante P8Inmtl-
mtl2" (SC58), intercambiando el promotor

segun el

endégeno del gen mtl2" por un casete que
lleva el promotor de baja expresion 81nmtl 'y
el marcador de resistencia a kanamicina
(Bdhler et al., 1998) (Apartado 4.11 de
Materiales y Métodos), después cruzamos la
cepa SC58 con el mutante wscl::ura4”
(GRG18) y seleccionamos aquellos clones
ura’ que crecian en placas de MM (sin
tiamina) y no lo hacian en placas de YES
(con tiamina) (figura 37).

En esta cepa, SC82, el promotor
endogeno del gen mt/2" se ha sustituido por
el promotor §/nmtl regulado por tiamina, de

X

©
[ ——

CEELLRUES A ura4t [BERLLERVZSAN Delecion de wsclt

Figura 37. Representacion esquematica de la cepa
P8Inmtl-mti2* wsclA (SC82). La cepa P8Inmtl-mtl2*
(SC58) (verde), se cruzd por el mutante wsc/A (GRG18)
(morado) y se seleccionaron los clones kan” y ura’.

manera que la cantidad de Mtl2p se puede
manipular afiadiendo o quitando tiamina del
medio de cultivo (Forsburg, 1993) .

En la figura 38-A se muestra que en
ausencia de tiamina, cuando el gen mt2" se
estd expresando, las
perfectamente y presentan una morfologia
normal (promotor desreprimido). Cuatro
horas después de la adicién de tiamina al
medio, aparece un gran numero de células
arrugadas y a las 9 horas practicamente todo

células crecen

el cultivo se ha lisado. El fenotipo de lisis
visto en el doble mutante P8Inmtl-mtl2"
wsclA es similar al observado en el mutante
rgflIA 'y en células con niveles muy bajos de
Rholp (p41Xnmti-rhol"). Sin embargo
mientras que en la disminucion de los niveles
de Rholp la causa de la muerte celular es
principalmente por la lisis de las células que
se estan dividiendo en ese momento
(Arellano et al., 1997), en este caso la
mayoria de las células lisadas tienen forma
alargada, un fenotipo caracteristico de
mutantes nulos de rgfl” y probablemente
relacionado con su defecto en NETO (Garcia
et al., 2006).

debido a la
disminucion de Rholp no puede ser
prevenida por un estabilizador osmotico
(Arellano et al., 1997). Por lo tanto nos
preguntamos si el fenotipo de lisis de la cepa
PS8Inmtl-mtl2” wscIA (en presencia de
tiamina), podria ser suprimido en presencia
de un estabilizador osmético. Como control
del experimento utilizamos la cepa P81nmt!-
rgf3" en la que silenciamos la expresion del
gen rgf3". Esta cepa es inviable en presencia
de tiamina (puesto que rgf3' es un gen
esencial), sin embargo las células crecen si se
afnade sorbitol al medio de cultivo (Tajadura

La muerte celular
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P81nmtl-mti2* wsclA
AL

+T, 4h

nmtl-

rgf3*

ol nmtl-mti2* 4

Figura 38. A- Fotografias de contraste interferencial de las
células P8Inmtl-mtl2" wsclA (SC82) tomadas en ausen-
cia de tiamina y después de 4 y 9 horas en presencia de 15
pg/ml de tiamina. En el panel inferior se muestran las célu-
las del mutante rgf/A (PG327) y de la cepa rholA +
pREP41X nmtl-rhol” (PPG217) después de 11 horas en
presencia de tiamina. T: tiamina. B- Las cepas: wt (972 h)
P81nmtl-mtl2" wsclA (SC82) y nmtl-rgf3" (VT88) se
estriaron en placas de MM (no lleva tiamina), YES
(contiene tiamina) y YES con sorbitol 1,2 M y se incu-
baron a 28°C durante 3 dias.

et al., 2004).

En nuestro caso, tal y como se muestra
en la figura 38-B, las células de P8Inmti-
mtl2" wsclA  fueron incapaces de crecer en
medio rico YES (promotor apagado) tanto en
presencia como en ausencia de 1,2M de
sorbitol. El fenotipo de estas células es muy
parecido al de las células del mutante rgf7A o

al de células con niveles muy bajos de
Rholp, lo que sugiere que células con
niveles muy bajos de Mtl2p y Wsclp podrian
tener defectos en la activacion de Rholp o de
alguno de sus efectores.

5. Clonacion de mt/(z y wscr*

Decidimos abordar la clonacion de los
genes mtl2" y wscl” para comprobar si cada
uno de ellos era capaz de revertir el fenotipo
del mutante que habiamos creado mediante
delecion y también para poder estudiar su
localizacion, etc.

5.1 Clonaciéon de mtl2"

El gen mtl2" se clond por la técnica de
“gap repair” o reparacion del hueco, descrita
por Orr-Weaver (Orr-Weaver et al., 1991)
(ver Materiales y Métodos Apartado 4.7).

Para obtener la copia cromosdmica del
gen mtl2", partimos del plasmido pAL-KS
que contiene el marcador de seleccion LEU?2
de S. cereviciae. En este plasmido primero se
clon6 un fragmento Apal/Sall de
aproximadamente 1,4 kb, correspondiente a
la region promotora de mt/2", entre los sitios
Apal/Sall de la secuencia de clonacidén
multiple. En segundo lugar se clondé un
fragmento PstI/Notl de 1,2 kb que incluye la
region terminadora de dicho gen en los
mismos sitios de la secuencia de clonacion
multiple del plasmido obtenido
anteriormente (que lleva la region 5°).
Posteriormente se lineariz6 el plasmido asi
obtenido digiriendo con la enzima de
restriccion Sall, de forma que las regiones
flanqueantes del gen queden en los extremos,
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Figura 39. Representacion esquematica de la técnica de GAP REPAIR empleada para obtener el gen mt2*. Los recuadros
azules representan la region promotora de mtl2". Los recuadros rojos representan la region terminadora del gen mtl2'y en

verde la ORF del gen mtl2".

y se transformo la cepa silvestre haploide de
S. pombe (YS64).

Mediante recombinacion de los
extremos del pldsmido con las regiones
homologas presentes en el genoma, la copia
cromosomal se introduce en el plasmido (ver
esquema en la figura 39). Los
transformantes capaces de crecer en MM sin
leucina, se replicaron 5 veces en placas de
YES y se eligieron aquellos que eran
inestables, es decir capaces de perder el
plasmido que les permite crecer en MM sin
leucina. Posteriormente se extrajo el ADN de
varios de estos transformantes, se recupero6 el
plasmido en E. coli y se someti6 a analisis de
restriccion. Analizamos 8 clones y todos
tenian el gen m#/2". Al plasmido obtenido de
esta forma se le denomind pAL-mt2" (pSC2)

(figura 41-A).

El plasmido pAL- mt2" complementa
el fenotipo de lisis (datos no mostrados) y de
hipersensibilidad a caspofungina del mutante

YES ,OLLE
"10000¢ %2 ]0000¢
mti2A-pAL ‘. ..9 L
mizapamtiz [ X X X EEI( XXX ¥

mtl2A, mientras que el vector vacio pAL no
logra rescatar este fenotipo (figura40).

5.2 Clonacion de wscl”

Se partio del pldsmido pCLS5, que
contiene el caste de delecion de wscl®, con
las regiones 5 y 3’ (descrito en el apartado
2.1.2). pCLS fue digerido con las enzimas de
restriccion Ncol/BamH] para eliminar el gen
ura4"y sustituirlo por la ORF del gen wscl"
(previamente amplificada por PCR con los
mismos extremos Ncol/BamHTI).

El plasmido obtenido se denomind
pCL9 y contiene la ORF del gen wscl” con
sus regiones flanqueantes en un vector SK.
Antes de proseguir con las manipulaciones,
disefiamos oligonucle6tidos cada 400 pares
de bases (WscSECI1, WscSEC2 y WscSEC3)
y secuenciamos la ORF de 4 clones
diferentes de pCL9. Comprobamos que no
habia ninguna mutacion con respecto a la

Figura 40. mt/2" complementa el fenotipo de hipersensibi-
lidad a caspofungina del mutante nulo m#/2A. La cepa
mtl2A (YS1220) fue transformada con los plasmidos pAL
y pAL-mtl2*. Se realizaron diluciones seriadas (8x10*,
4x10%, 2x10*, 2x10°, 2x10%y 2x10' cels/ml) y aproxima-
damente 3l de cada una de estas diluciones se sembraron
en placas de YES y YES suplementado con caspofungina
(0,5 pg/ml) y se incubaron a 28°C durante tres dias. (Csp:
caspofungina)
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Figura 41. Clonacion de los genes m#I2” y wscl” en el plasmido pAL. A pAL- m#I2". La zona sombreada en rojo se corres-
ponde con la region codificante del gen m¢I2" mas 1,4 kb de la region promotora (Apal/Sall) y 1,2 kb de la regién terminadora
(Pstl/Notl). B pAL- wsci”. La zona sombreada en marrén se corresponde con la region codificante del gen wsc/™ més 1 kb
de la region promotora (Xhol/Hindlll) y 1 kb de la region terminadora. Se indican las posiciones de los sitios de corte para

algunas endonucleasas de restriccion.

secuencia obtenida a partir de la base de
datos.

Finalmente digerimos pCL9 con las
enzimas Xhol/Notl y el fragmento de
aproximadamente 3 kb que lleva la ORF del
gen con su region promotora y terminadora
se insertd en un plasmido pAL, obteniendo
de esta forma el plasmido pAL-wscl”
(pCL10) (figura 41-B).

6. Mtl2p y ‘Wscip se localizan
en la superficie celular

Para conocer la localizacion subcelular
de Mtl2p y Wsclp, fusionamos la secuencia
codificante para Mtl2p y Wsclp en fase con
la secuencia que codifica la proteina verde
fluorescente (GFP) en un plasmido de
expresion en levaduras (ver Materiales y
M¢étodos, Apartado 6.2.1). La proteina verde
fluorescente se excita con luz ultravioleta y

emite una fluorescencia verde que podemos
observar al microscopio (Chalfie et al., 1994;
Shaner et al., 2005). De esta forma podemos
detectar la proteina de fusion resultante
(Mtl2-GFPp y Wscl-GFPp) “in vivo” en las
células.

6.1 Construccion de las cepas
Mti2p-GFP y Wscl-GFP

Para introducir la GFP en fase dentro
de los genes mtl2" y wscl”, en primer lugar
tuvimos que eliminar el sitio Nofl del
“polilinker” de los plasmidos pAL-mt[2"
(pSC2) y pAL-wscI” (pCL10). A
continuacion y por mutagénesis dirigida
introdujimos un sitio Notl en el extremo
carboxilo-terminal, justo antes del codon de
parada de las ORFs correspondientes a los
genes mt[2" y wscl'. En este sitio Notl
clonamos el gen que codifica la GFP y

obtuvimos los plasmidos pSC7 (pAL-
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mtl2*GFP) y pCL15 (pAL-wscl GFP).

Las células del mutante mt/I2A que
llevaban el plasmido pAL-mt/2"GFP y las
células wscIA transformadas con el plasmido
pAL-wscl 'GFP, crecieron como células
silvestres en placas con diferentes
concentraciones de caspofungina (0,25 y 0,5
pg/ml), indicando que las proteinas de fusion
son totalmente funcionales.

No obstante, para evitar que la
presencia de varias copias de Mtl2p-GFP y
Wsclp-GFP pudiese alterar su localizacion,
realizamos el mismo estudio marcando
unicamente la copia endogena.

Para obtener la cepa Mtl2p-GFP
(SC167), partimos del plasmido  pAL-
mtl2"GFP (pSC7) al que se le introdujo un
sitio Smal por mutagénesis, obteniendo el
plasmido pSCI14. Posteriormente en este
plasmido (pSC14) se insertd el gen ura4’ en

pSC19, que lleva la ORF de m#2" marcada
con GFP con su secuencia terminadora, el
marcador de seleccion ura4" y secuencia del
extremo 3’ no traducido de mt2" (figura 42-
A). A partir de esta construccion, obtuvimos
un fragmento de 5,7 kb que utilizamos para
transformar la cepa silvestre YS64 y para
integrar en el genoma de la levadura la copia
del gen m#/2" marcada con GFP.

Para obtener la cepa Wsclp-GFP
(GRG42) el procedimiento fue similar al
descrito para Mtl2p-GFP. Partimos del
plasmido pRZ20 (pAL-wscI 'GFP con un
sitio Smal metido por mutagénesis
aproximadamente a 200 pares de bases (pb)
después del final del gen). En el sitio Smal
de pRZ20 clonamos el marcador wura4"
creando pRZ21. A continuacion digerimos
este plasmido con las enzimas de restriccion
Ncol-Bglll y obtuvimos un fragmento lineal
3,2 kb que lleva el gen wscl" fusionado a
GFP y marcado con el gen wra4’, que

los sitios Smal/Hincll y lo denominamos  utilizamos para transformar la estirpe
Spel BstxI
GFP - ura4* DNA gendémico
B Nco I Bg/11
m urad4* DNA genémico

Figura 42. Esquema de la estrategia empleada para la construccion de las cepas m#2"GFP (SC167) y wscl'GFP (GRG42).A
- Para obtener la cepa Mtl2p-GFP partimos del plasmido pAL-m#2"GFP en el que introdujimos por mutagénesis un sitio
Smal aproximadamente 300 pares de bases (pb) después del final del gen. En el sitio Smal clonamos el gen ura4* obteniendo
asi pSC19. A continuacién digerimos pSC19 con las enzimas de restriccion Spel-Bstx] y obtuvimos un fragmento de 5,7 kb
que lleva el gen m#/2" fusionado a GFP y marcado con el gen ura4* con el que transformamos la cepa silvestre YS64. B- Para
obtener la cepa Wsclp-GFP partimos del plasmido pRZ21 que lleva la region promotora y terminadora del gen wscl”, la
OREF del gen en fase con la GFP y el gen ura4'. El fragmento Ncol-Bglll de 3,2kb se utilizé para transformar la cepa silvestre
YS64.
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silvestre YS64 (figura 42-B).

6.2 Mtl2p-GFP y Wscl-GFP se
localizan en la superficie celular

Tal y como aparece en la figura 43-A,
en la cepa que lleva Mtl2p-GFP integrada, la
fluorescencia es intensa y se distribuye por
toda la periferia de la célula y en el septo.
Esta distribucion es consistente con la
“posible localizacion” de Mtl2p en la
membrana plasmatica. Mtl2p-GFP no parece
localizarse en zonas especificas de la
superficie celular; aunque la fluorescencia
fue un poco mas intensa en los polos y en el
area media en células en interfase o pre-
mitdticas (célula sefialada con una flecha
blanca en la figura 43-A). Ademas, Mtl2p-
GFP aparece también bastante marcada en
las cicatrices de division después de la
separacion celular (marcadas con una flecha
blanca en la figura 43-A).

Wsclp-GFP también se encuentra en la
superficie pero aparece mucho mas

concentrada en “pequefios granulos” en los
polos de la célula (figura 43-B).

6.3 La localizacion de Wsclp
depende del crecimiento polarizado

Para determinar si la localizacion de
Wsclp-GFP estaba relacionada con el
crecimiento  polarizado
tincion con calcofluor, que marca las zonas

realizamos una

de crecimiento activo de la célula. En Ia
figura 44-A observamos que Wsclp-GFP
aparece en un solo polo cuando la célula esta
creciendo de forma monopolar y en ambos
polos cuando las células han activado NETO
y crecen de forma bipolar.

También nos
localizacion de Wsclp-GFP dependia de los
marcadores de polaridad. Analizamos el
patron de localizacion de Wsclp-GFP en
células que carecen del marcador de
polaridad Teadp, estas células no activan el

preguntamos si la

crecimiento por el polo nuevo y crecen de
forma monopolar (Martin et al., 2005; Tatebe

A
Mti2p-GFP

Wsc1p-GFP

Figura 43. Localizacion subcelular
de Mtl2p-GFP y Wsclp-GFP. A-
Mt12p-GFP se localiza por toda la
membrana. B -Wsclp-GFP se
concentra en los polos. Se utiliza-
ron las cepas Mtl2p-GFP (SC167)
y Wsclp-GFP (GRG42) que llevan
la proteina enddgena fusionada a
GFP. Las células de la fotografia
crecieron en YES liquido a 28° y
las fotografias se realizaron en un
microscopio de fluorescencia Del-
tavision.
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et al., 2005). Para ello obtuvimos una cepa
tea4A en la que la copia endogena de wscl”
estd marcada con GFP (SC252). Wsclp-
GFP se localiza casi exclusivamente en el
polo que crece en el mutante fea4A mientras
que se sitla en ambos polos en la cepa
silvestre (figura 44-B).

Estos resultados sugieren que Wsclp
se localiza de forma polarizada y que podria
formar parte de complejos
proteinas en las zonas de crecimiento activo
de la célula.

con otras

6.4 Wsclp-GFP no se localiza
correctamente en el mutante mti2A

Mt12p-GFP 'y Wsclp-GFP se
distribuyen de manera algo diferente y
curiosamente las células a las que les falta
cualquiera de las dos moléculas son viables,
pero si faltan ambas se mueren. Esto podria
sugerir: 1) que la asociacion de Mtl12p-GFP o
Wsclp-GFP con ciertas estructuras no es
esencial o 1) que al quitar uno de los
“supuestos sensores” el otro lo sustituya y
asuma al menos parcialmente la funcién que
normalmente ejecutaria el que falta. Para
comprobar esta segunda opcidon examinamos
la distribucion de cada una de estas proteinas
en cepas en que la otra habia sido eliminada.

A Wsc1p-GFP

Figura 44. Wsc1p-GFP se localiza
de manera polarizada. A- Wsclp-
GFP se localiza en sitios de creci-
miento activo coincidiendo con las
zonas que se tiflen con Calcofltior
(flechas blancas). B- En un mutan-
te tea4A, Wsclp-GFP se localiza
solo en el polo que esté creciendo,
indicado con flechas blancas. Se
utilizaron las cepas Wsclp-GFP
(GRG42) y Wsclp-GFP tea4A (
SC252) obtenida por cruce a partir
de las cepas GRG42 (Wsclp-GFP
h) y PG442 (tead.:kanMX6 h").
Las células se incubaron en medio
rico a 28°C, se lavaron una vez con
agua y se tifieron con calcofliior
(Cf) para su observacion al micros-
copio de fluorescencia Deltavision.
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En la figura 45-A se muestra que la
distribucion e intensidad de la sefial de Mtl2p
-GFP es muy parecida en la cepa silvestre y
en la que ha sido delecionado el gen wscl".
Por el contrario, la intensidad de la senal de
Wsclp-GFP en los mutantes m#/2A es menor
que en la cepa silvestre. Ademas en la
mayoria de las células, la fluorescencia
aparece s6lo en uno de polos (figura 45-B).
Estos resultados no resuelven ninguna de las
preguntas que nos planteamos, sin embargo
si parece claro que no existe un cambio de
localizacion drastico de ninguna de las dos
proteinas en los mutantes de la otra que
indique que podria funcionar en su lugar.

6.5 La localizacion polarizada

de Wsclp depende del citoesqueleto
de actina

Viendo que puede existir una relacion
entre Wsclp y el crecimiento polarizado, nos
preguntamos si la localizacion subcelular de
Mtl2p-GFP y/o Wsclp-GFP depende de la
organizacion del citoesqueleto de actina.
Para ello sometimos a las células que llevan
la copia gendémica de Mtl2p y Wsclp
marcada con GFP (SC167 y GRG42
respectivamente) a tratamiento con
Latrunculina A. La Latrunculina A
despolimeriza los cables de actina (Spector et
al., 1989). Como control del experimento
usamos una cepa con la proteina coronina
marcada con GFP (Crnlp-GFP), esta
proteina estd asociada a la F-actina y se usa

A

MtI2p-GFP

Mti2p-GFP wsclA

Figura 45. A Mtl2p-GFP se localiza
correctamente cuando esta delecionado
wsel”. B En ausencia de Mtl2p, disminu-
ye la intensidad de la sefial de Wsclp-
GFP y en la mayoria de las células se
observa en forma de puntos en uno de los
polos. La cepa Mtl2p-GFP wsclA
(SC254) se obtuvo por cruce a partir de
las cepas Mt12p-GFP h™ (SC167) y wscIA
h" (GRG12). La cepa Wsclp-GFP mti2A
(SC256) se obtuvo por cruce a partir de
las cepas Wsclp-GFP h™ (GRG42) y mtl2
A h" (YS1215). Las células crecieron en
medio rico a 28°C y se observaron en el
microscopio de fluorescencia Deltavision.
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como marcador de los parches de F-actina
(Pelham and Chang, 2002; Pelham and
Chang, 2001).

30 minutos después de afadir
Latrunculina A (100uM), la proteina Mtl2p-
GFP se localiza por toda la membrana
practicamente igual que en las células control
con DMSO (sin Latrunculina) (figura 46,
paneles de la izquierda). Sin embargo, en las
mismas condiciones, es decir en presencia de
100uM, la
practicamente ha desaparecido (figura 46,
paneles de la derecha).

Latrunculina A coronina

Cuando realizamos un experimento
similar al anterior pero en este caso para ver
la distribucion de Wsclp-GFP en presencia
de Latrunculina A, observamos que Ila

intensidad de la sefial de Wsclp-GFP
disminuye un poco y se dispersa por toda la
membrana en lugar de concentrarse en los
polos (figura 46, paneles centrales).

Estos resultados indican que mientras
que la localizacion de Mtl2p-GFP no
depende del citoesqueleto de actina, para que
Wsclp-GFP se localice de forma polarizada
es preciso que la actina esté correctamente
polimerizada.

6.6 La localizacion de Mtl2p
y Wsclp no depende del transporte
de microtubulos

También observamos la localizacion de
las proteinas Mtl2p-GFP y Wsclp-GFP en

MtI2p-GFP

— -

DMSO

Latrunculina A

Wsclp-GFP

Figura 46. Microscopia de fluorescencia de células en las que se muestra la distribucion de Mtl2p-GFP (SC167) (paneles de
la izquierda) y Wsclp-GFP (GRG42) (paneles centrales) en presencia o ausencia de Latrunculina A (100uM). Utilizamos
como control la cepa Crnlp-GFP (JCRsp962) (paneles de la derecha). En todos los casos las células se recogieron en fase
logaritmica y se incubaron durante 30 minutos con 1% de DMSO (paneles superiores) o 100uM Lat.A en 1% DMSO (paneles
inferiores).
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presencia de metil-benzimidazol-carbamato
(MBC), una droga que despolimeriza los
microtibulos. En S. pombe los microtubulos
son esenciales para mantener la morfologia
celular ya que intervienen en el
establecimiento de los lugares de crecimiento
polarizado (Chang and Martin, 2009).

Para realizar este experimento

construimos las cepas wscl” GFP:ura4™ aur-
cherry Atb2 (SC240) y mt/2" GFP:ura4" aur-
cherry Atb2 (SC242) que llevan las proteinas
Mtl2p-GFP y Wsclp-GFP, respectivamente
y la proteina Atb2p (oa-tubulina) de los
microtibulos marcados en rojo (Cherry).
Después de 20 minutos de tratamiento con
MBC, los microtibulos practicamente han
desaparecido, sin embargo las proteinas

MtI2p-GFP

DMSO

MBC

Wsclp-GFP

DMSO

MBC

Cherry-Atb2p

Cherry-Atb2p

Merge

Figura 47. Localizacion de Mtl2p-GFP y Wsclp-GFP en presencia de MBC. A Microscopia de fluorescencia de células
MtI2p-GFP (verde) Cherry-Atb2p (rojo) (SC242) y de contraste interferencial (paneles de la derecha). B Microscopia de
fluorescencia de células Wsclp-GFP (verde) Cherry-Atb2p (rojo) (SC240) y de contraste interferencial (paneles de la dere-
cha). En ambos casos las células se recogieron en fase logaritmica y se incubaron durante 20 minutos con 1% de DMSO

(paneles superiores) o 25ug/ml de MBC (paneles inferiores).
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Mtl2p-GFP 'y Wsclp-GFP se localizan
correctamente, Mtl2p-GFP por toda 1la
membrana (figura 47-A) y Wsclp-GFP
concentrada en los polos de la célula (figura
47-B), lo que indica que la localizacion
periférica de estas proteinas es independiente
del transporte de microtibulos.

7. La activacion de Rhoip
suprime el fenotipo de
sensibilidad a caspofungina
de los mutantes mitlz\ y wscz
A y rescata el crecimiento de
las células con bajos niveles
de Mtlzp y Wscip

7.1 Rholp y sus GEFs Rgflp y
Rgf2p suprimen el fenotipo de
hipersensibilidad a caspofungina del
mutante mtI2A

Hemos visto anteriormente que las
células con niveles muy bajos de Mtl2p y
Wsclp se lisan de manera similar a las
células con muy poca cantidad Rholp (ver
Apartado 4). Para definir una posible
relacion entre Mtl2p y Wsclp y la ruta de
sefializacion de la GTPasa Rholp, nos
preguntamos si la sobreexpresion de Rholp
o de cualquiera de sus activadores (Rhol-
GEFs) podria suprimir el fenotipo de
hipersensibilidad a caspofungina del mutante
nulo mt/2A. Para ello transformamos la cepa
YS1220 (mtl2A) con los plasmidos pAL-
rhol”, pAL-rgfl’, pAL-rgf2" y pAL-rgf3"
(plasmidos multicopia en los que cada gen se
encuentra bajo el control de su propio
promotor). Seleccionamos los transformantes
en MM-leu y analizamos su crecimiento en

placas de medio rico con diferentes
concentraciones de caspofungina. Como se
muestra en la figura 48, una expresion
moderada de rhol”, rgfl’ y rgf2" restablece
el crecimiento en el mutante mt#/2A en
presencia del agente antifungico, mientras
que la sobreexpresion de rgf3" no suprime

este defecto (figura 48).

rgf3" codifica un activador de Rholp
que se expresa exclusivamente durante la
citocinesis y es uno de los genes cuya
expresion estd regulada por el factor de
transcripcion Ace2p (Rustici et al., 2004).
Nos preguntamos si la expresion de rgf3"
bajo el control de un promotor no regulado
por Ace2p como es el promotor nmt1, que es
un promotor fuerte y regulado por tiamina
podria proporcionar unos niveles suficientes
de Rholp que suprimieran el fenotipo de
hipersensibilidad a caspofungina en el
mutante mt/2A.

Realizamos un experimento similar al
anterior pero en este caso utilizamos
plasmidos pREP3X-rhol’, pREP3X-rgfl”,
pREP3X-rgf2", pREP3X-rgf3" y pREP3X
vacio (como control), en los que la expresion
de cada uno de los genes esta bajo el control
del promotor nmt! (Maundrell, 1993). Con
ellos transformamos la cepa mutante m#/2A
(YS1220) y seleccionamos los
transformantes en MM-leu con tiamina para
mantener apagado el promotor.

En la figura 49 (paneles superiores) se
puede observar que en las placas de
MM+tiamina suplementadas con
caspofungina, en las que el promotor nmtl
estd reprimido,
sobreexpresan rgf3" son capaces de crecer en
presencia del antifingico. Sin embargo, en

incluso las células que
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mti2A

YES YES+0,5 mg/ml Csp

Figura 48. Ensayo de complementacion
del fenotipo de hipersensibilidad a cas-
pofungina de la cepa mtI2A (YS1220)
transformada con los plasmidos pAL#-
hol®, pALrgfl’, pALrgf2" y pALrgf3".
Se realizaron diluciones seriadas (con
8x10%, 4x10%  2x10%, 2x10°, 2x10° y
2x10" cels/ml) y aproximadamente 3pl
de cada una de estas diluciones se sem-
braron en placas de YES y YES suple-
mentado con caspofungina (0,5 pg/ml).
Como control se utilizo la cepa silvestre
que no es sensible a esa concentracion
del antifingico y la cepa YS1220 trans-
formada con el vector vacio que es hi-
persensible a caspofungina. Las placas se
incubaron a 28°C durante tres dias.

placas de MM
caspofungina (figura 49, panel inferior
derecho), en las que el promotor esta
desreprimido permitiendo la expresion de los
genes, sOlo las células que sobreexpresan
rhol"y rgfl" son capaces de crecer.

suplementadas con

La sobreexpresion de rgf2” es letal
tanto en el mutante m#/2A (figura 49, panel
inferior izquierdo) como en la cepa silvestre

(Garcia et al., 2009a), por lo tanto no es de

extrafiar que no suprima el defecto de
hipersensibilidad del mutante mt/2A. Sin
embargo, aunque la sobreexpresion de rgf3"
no es letal tampoco mejora el crecimiento del
mutante nulo (m#/2A) en presencia del
antifingico. La sobreexpresion de rgf3"
produce defectos en la division celular, con
células alargadas y en algunos casos
multiseptadas (Tajadura et al.,, 2004); este
efecto podria sumarse al de una pared mas
débil y sensibilidad a diferentes tipos de

wt

pREP3X
pREP3Xrho1*
pREP3Xrgf1*
pREP3Xrgf2*
pREP3Xrgf3*

mti2A

wt

PREP3X
pREP3Xrhol*

pPREP3Xrgf1*

pREP3Xrgf2*

pREP3Xrgf3*

mti2A

Figura 49. Ensayo de complementa-
cion del fenotipo de hipersensibilidad a
caspofungina del mutante m#/2A por
Rholp y sus activadores. Células m#/2A
(YS1220) fueron transformadas con los
plasmidos pREP3xrhol ", pREP3xrgf1”,
pREP3xrgf2" y pREP3xrgf3". Se reali-
zaron diluciones seriadas (8x104, 4x10%,
2x10% 2x10°, 2x10%y 2x10' cels/ml) y
aproximadamente 3ul de cada una de
estas diluciones se sembraron en pla-
cas de MM+T (Tiamina) (control),
MM-+T+caspofungina (0.5pg/ml)
(Paneles superiores), MM (control) y
MM-+caspofungina 0.5 pg/ml)
(Paneles inferiores). Como control se
ha wusado la cepa silvestre que no es
sensible a esa concentracion del anti-
fungico y la cepa mtI2A (YS1220)
transformada con el vector vacio que si
es hipersensible a caspofungina. En
todos los casos las placas se incubaron
a 28°C durante tres dias.
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estrés que presentan las células mt/2A.

También nos preguntamos si alguna de
las otras GTPasas de la familia Rho seria
capaz de suprimir el fenotipo de
hipersensibilidad a caspofungina del mutante
mtl2A. Realizamos un experimento similar a
anteriormente,

los descritos en el que

valoramos la sensibilidad a caspofungina de

la cepa mtl2A transformada con los
plasmidos: pAL-rhol’, pAL-rho2’, pAL-
rho3", pAL-rho4", pAL-rho5" y pAL-

cdc42". Ninguno de los plasmidos, excepto
pAL-rhol” (control positivo) y pAL-rho5”,
restablecieron el crecimiento del mutante
mtl2A en presencia del antifungico (datos no
mostrados).

7.2 pckI” suprime el fenotipo de
hipersensibilidad a caspofungina del
mutante mti2A

Al ver que la sobreexpresion de Rholp
suprime la hipersensibilidad a caspofungina
en el mutante nulo m#/2A, nos preguntamos
si la sobreexpresion de alguno de sus

efectores podria actuar de manera similar.

Los homologos de la protein kinasa C

(Pkclp en S. cerevisiae) en S. pombe, Pcklp
y Pck2p, son efectores de Rholp (Arellano et
al., 1999b); ambos genes -pckl’ y pck2'-
tienen una funcion redundante en la
viabilidad celular. La eliminacién de Pcklp o
Pck2p por separado no es letal; en cambio las
cepas pcklIA pck2A son inviables (Toda et
al., 1993). Pck2p también regula la cascada
de MAPK de integridad (Ma et al., 2006). La
regulacion ejercida por Pcklp y Pck2p sobre
los genes que participan en la biosintesis de
la pared celular parece ser diferente y muy
poco conocida; por ejemplo, los mutantes
pckIA son sensibles a equinocandina y los
mutantes pck2A no lo son, ademas multiples
copias de pck2+ no pueden suprimir este
fenotipo (Arellano et al., 1999b).
Transformamos la cepa mt/2A
(YS1220) con los plasmidos multicopia
pDB248-pckl”y pDB248-pck2" (Toda et al.,
1993), portadores de pckl” y pck2" bajo el
control de su propio promotor,
seleccionamos los transformantes en MM sin
leucina y posteriormente realizamos un
ensayo de hipersensibilidad a caspofungina
(0,5ug/ml). Como se demuestra en la figura
50, solamente la expresion moderada de
pckl” restablece el crecimiento del mutante

wt '
vacio .
pck1*
pck2*

...Q
00
0009 His
000 %

mti2A

>

YES+ 0,5 pg/ml Csp

> ...O%w"

Figura 50. Ensayo de complementacion del feno-
tipo de hipersensibilidad a caspofungina del mu-
tante m#[2A por Pcklp y Pck2p. Las células del
mutante mtl2A (YS1220) fueron transformadas
con los plasmidos pDB248-pckl” y pDB248-
pck2". Como control se han usado la cepa silvestre
que no es sensible a esa concentracion del anti-
fangico y la cepa mt/2A (YS1220) transformada
con el vector pDB248, sensible a caspofungina.
Se realizaron diluciones seriadas 8x10%, 4x10%
2x10*, 2x10°, 2x10%y 2x10' cels/ml) y aproxima-
damente 3pul de cada una de estas diluciones se
sembraron en placas de YES y
YES+caspofungina (0,5 pg/ml) las cuales se incu-
baron a 28°C durante tres dias.
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nulo mtl2A en presencia del antifingico.

7.3 La sobreexpresion de las
proteinas de la familia de las f-
glucan sintasas suprimen
parcialmente el fenotipo de
hipersensibilidad a caspofungina del
mutante mtl2A

También nos preguntamos si la
sobreexpresion de otros efectores de Rholp,
como son los genes bgsl', bgs2", bgs3'y
bgs4" que codifican las

cataliticas de la enzima -GS, suprimirian la

subunidades

sensibilidad a caspofungina del mutante m¢/2
A. Para ello transformamos la cepa mtl2A
(YS1220), con los plasmidos multicopia
pAL-bgsl’, pAL-bgs2", pAL-bgs3" y pAL-
bgs4’, que llevan los genes bgs
correspondientes con sus secuencias
promotoras 'y terminadoras. Los

transformantes fueron seleccionados en MM-

leu y posteriormente su crecimiento fue
analizado en placas de medio rico con
caspofungina.

Como se muestra en la figura 51, una
expresion moderada de bgs2', bgs3" y bgs4"
restablece, aunque so6lo parcialmente, el
crecimiento en el mutante m#/2A en presencia
del agente antifngico. Estos datos son
dificiles de interpretar puesto que parece que
un aumento de cada subunidad por separado
no es suficiente para restablecer totalmente el
crecimiento, sin embargo quizds la
sobreexpresion de varias de las subunidades
alavez si lo mejoraria.

74 La sobreexpresion de
Wsclp suprime el fenotipo de
hipersensibilidad a caspofungina del
mutante mtI2A

Mtl2p y Wsclp tienen una funcion
redundante en la viabilidad celular, ambos se

YES

w CTTTTE

AL K XX XX B
pAbgs1* L X X X K

S | pAbgsz L X X J F TIH
£ | pawgs LA X X I X
pALbgs4* ....0 ?‘

YES+1pg/ml Csp

Figura 51. Ensayo de comple-
mentacion del fenotipo de hi-
persensibilidad a caspofungina
de la cepa m#/2A (YS1220) por
las B-GSs. Células de genotipo
mtI2A fueron  transformadas
con los plasmidos pALbgsI”,
pALbgs21’, pALbgs3" vy
pALbgs4'. Se realizaron dilu-
ciones seriadas (con 8x10*
4x10%, 2x10% 2x10°, 2x10% y
2x10' cels/ml ) y aproximada-
mente 3ul de cada una de estas
diluciones se sembraron en
placas de YES y YES suple-
mentado con caspofungina (1 p
g/ml). Como control se utilizd
la cepa silvestre (YS64) que no
es sensible a esa concentracion
del antifiingico y la cepa mtl2A
(YS1220) transformada con el
vector vacio (pAL) que si es
hipersensible a caspofungina.
Las placas se incubaron a 28°C
durante tres dias.
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YES

wt

mti2A3X
mtlI2A 3Xwsc1*

mtl2A 81Xwscl1?

mti2A pAL
mti2A pAlwsc1*

YES+Csp 1ug/ml

Figura 52: Ensayo de comple-
mentacion del fenotipo de
hipersensibilidad de la cepa
mtl2A  transformada con los
plasmidos -pREP3x, pREP3x-
wscl' (pRZ16) y pREP81x-
wscl' (pRZ17) (Paneles supe-
riores); pAL y pAL-wscl®
(pCL10) (Paneles inferiores).
Se realizaron diluciones seria-
das (con 8x10*, 4x10*, 2x10*,
2x10°%, 2x10% y 2x10" cels/ml)
y aproximadamente 3ul de
cada una de estas diluciones se
sembraron en placas de YES
y YES + caspofungina (1 pg/
ml). Las placas se incubaron a
28°C durante tres dias.

localizan en la periferia de la célula y
presentan una distribucion de dominios
similar. Existen distintas posibilidades en
cuanto a la organizacion de una “posible
ruta” en la que los dos puedan funcionar. 1)
que Mtl2p esté bajo el control de Wsclp de
manera que su sobreexpresion active la ruta,
2) que Mtl2p actue positivamente para
regular a Wsclp, 3) alternativamente ambos
pueden actuar en paralelo regulando la
integridad de parcialmente
redundante. Para responder a ésta y a otras

forma

preguntas, en primer lugar analizamos si un
aumento de Wsclp podria compensar el
defecto de integridad causado por la pérdida
de Mtl2p.

Para ello clonamos el gen wscl ' bajo el
control del promotor mmtl en el vector
pREP3X (alto nivel de expresion) y en el
vector pREP81X (bajo nivel de expresion)
(Ver apartado 4.10 de Materiales y
Métodos). Utilizamos ambos plasmidos de
sobreexpresion (pREP3X wscl” (pRZ16) y
pREP81X wscl” (pRZ17) y el plasmido pAL
-wscl” (pCL10) que lleva el gen wscl™ bajo
el control de su propio promotor para
mtl2A  (YS1220).

transformar la cepa

Seleccionamos los transformantes en placas
de MM sin leucina y con tiamina para
mantener el promotor nmtl reprimido y
realizamos un ensayo de hipersensibilidad a
caspofungina en placas de medio rico (YES).
Sabemos que en ausencia de tiamina la
sobreexpresion de Wsclp es letal (Ver
apartado 9.2).

Sorprendentemente, en medio rico
(promotor apagado) los dos plasmidos
(pREP3X-wscl®™ 'y pREP81X-wscl")
suprimen el fenotipo de hipersensibilidad a
caspofungina del mutante mt/2A. Ademas la
sobreexpresion moderada del gen wscl”
(pAL-wscl")  suprime
fenotipo (figura 52).

igualmente este

7.5 La sobreexpresién de rhol”
+ . .
y rgfl" suprimen parcialmente el
fenotipo de sensibilidad a
caspofungina del mutante wscIA

Para continuar respondiendo a las
preguntas planteadas en el apartado anterior
también analizamos si la sobreexpresion de
Rholp o alguno de sus GEFs (Rgflp y
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Figura 53. Ensayo de complementacion
del fenotipo de hipersensibilidad a caspo-
fungina de la cepa wsc/A (GRG15) trans-
formada con los plasmidos pAL-rgfi",
pAL-rgf2" y pAL-rhol”, bajo el control de
su propio promotor y pAL vacio como
control. Se realizaron diluciones seriadas
(8x10%, 4x10%,  2x10%, 2x10°, 2x10% y
2x10" cels/ml) y se sembraron en placas de
YES y YES suplementado con caspofun-
gina (2,5 pg/ml) y se incubaron a 28°C
durante tres dias.

Rgf2p) podian suprimir el fenotipo de
sensibilidad a caspofungina del mutante
wsclA.

Para ello transformamos la cepa wsclA
(GRG15) con los plasmidos pAL-rgfl’, pAL
-rgf2" 'y pAL-rhol. Los transformantes
fueron seleccionados en MM-leu vy
posteriormente su crecimiento fue analizado
en placas de medio rico con diferentes
concentraciones de caspofungina. Como se
puede observar en la figura 53, solo la
sobreexpresion moderada de Rholp y Rgflp,
suprime parcialmente la hipersensibilidad a
caspofungina de las células wsclA.

Para descartar la posibilidad de que
esta complementacion “precaria” fuera
debida a una falta de activacion de Rholp,
probamos si el alelo constitutivamente activo
de Rholp (RholG15V) suprimiria mejor el
fenotipo del mutante wsc/A. El resultado
obtenido al utilizar el pldsmido (pAL-rhol
“G15V) en el que rhol® se encuentra
regulado por su propio promotor fue muy
parecido al que se muestra en la figura 53
para pAL-rhol" (datos no mostrados).

7.6 Solo la sobreexpresion de
mtl2" suprime parcialmente el
fenotipo de sensibilidad a

caspofungina del mutante rgf1A

Hemos visto anteriormente que un
pequefio aumento de uno de los GEF de la
GTPasa Rholp, rgfI”, era capaz de suprimir
el fenotipo de hipersensibilidad a
caspofungina del mutante nulo mt/2A 'y s6lo
parcialmente el del mutante wsc/A. Por ello
nos preguntamos qué sucederia a la inversa,
0 sea, si la sobreexpresion de Mtl2p o Wsclp
suprimen el fenotipo de hipersensibilidad a
caspofungina del mutante nulo rgf7A.

El mutante rgf/A es muy sensible a
caspofungina, practicamente no crece a partir
de 0,02ug/ml y este fenotipo es suprimido
por la sobreexpresion de Rholp (Garcia et
al., 2006).

Transformamos la cepa rgfi/A (PG327)
con los plasmidos multicopia pAL-mt[2"
(pSC2) 'y pAL-wscl” (pCL10). Los
transformantes fueron seleccionados en MM-
leu y su crecimiento fue analizado en placas
de medio rico con diferentes concentraciones
de caspofungina. Como se muestra en la
figura 54 solo la sobreexpresion de Mtl2p es
capaz de rescatar el crecimiento de la cepa
rgfIA pero a bajas concentraciones de
caspofungina (0,07 y 0,1ug/ml). A partir de
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YES + Caspofungina
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rgfiA
rgfl1ApALmti2*
rgfiApALwsc1*
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0,07pg/ml

Figura 54. Ensayo de complementa-
cion del fenotipo de hipersensibilidad a
Caspofungina de la cepa rgfi1A (PG327)
transformada con los  plasmidos
pALmt2" y pALwscl'. Se realizaron
diluciones seriadas (con 8x10*, 4x10%
2x10%, 2x10°, 2x10% y 2x10" cels/ml) y
aproximadamente 3ul de cada una de
estas diluciones se sembraron en placas
de YES y YES suplementado con cas-
pofungina (0,07 pg/ml, 0,1 pg/ml y
0,25 pg/ml). Las placas se incubaron a
28°C durante tres dias.

0,25ug/ml ya no suprime este fenotipo
(figura 54). Seglin estos datos y otros que
hemos obtenido anteriormente, Mtl2p podria
estar actuando en paralelo con Rgflp,
mientras que en el caso de Wsclp el
resultado apunta a un papel en la misma via
de transduccion de sefiales posiblemente por
encima de Rgflp.

7.7 Un aumento de la expresion
de rhol” y rgfl" rescata el fenotipo
de muerte celular que se produce en
ausencia de Mtl2p y Wsclp

defecto de
integridad celular del mutante mt/I2A es
suprimido casi totalmente al aumentar la
expresion de Rholp, de alguno de sus
activadores y de alguno de sus efectores, asi
como por un aumento del otro “posible
sensor”, definiendo una posible ruta de
“salvamento” cuando se producen dafios en
la pared celular. Sin embargo, también nos

Hemos visto que el

preguntamos si la muerte producida como
consecuencia de la pérdida simultinea de
Mtl2p y Wsclp podria ser superada por la

activacion de Rholp o de alguno de sus
reguladores. Este dato confirmaria que
efectivamente ambos “sensores” actuan por
encima de Rholp.

Para ello primero transformamos la
cepa P8Inmtl-mtl2" (SC82)
(Apartado 4.1) con los pldsmidos pAL-
rhol”, pAL-rholG15V (Rholp activo
constitutivamente). Como se muestra en la

wsclA

figura 55, ambos plasmidos rescatan
eficientemente el crecimiento de la cepa

MM-leu+T

nmtl-mtl2*

wsclA

nmtl-mtl2*

pALrhot* 615V wsclA pAL

Figura 55. La cepa PSInmtl-mti2* wsclA (SC82) fue
transformada con los plasmidos pAL-rhol”, pAL-rho1"Y
y pAL. Los transformantes se seleccionaron en placas de
MM-leu y se estriaron en placas de MM-leu y MM-leu +
tiamina (promotor apagado) y se incubaron a 28°C durante
3 dias.
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raf3* 7 A\, rho1+e1sV
pAL vacio

nmtl-mtl2*
wsclA

MM +T

Figura 56. Células de la cepa P8Inmtl-mtl2" wsclA
(SC82) transformada con los plasmidos pAL vacio, pAL-
rhol”, pAL-rho1%", pAL-rgfl", pAL-rgf2" y pAL-rgf3",
fueron estriadas en MM sin tiamina (superior) y con
tiamina (inferior) y se incubaron a 28°C durante 3 dias.

P8Inmtl-mtl2” wsclA, que es incapaz de
crecer en presencia de tiamina cuando se
transforma con el plasmido vacio (promotor
apagado).

Del mismo modo que en apartados
anteriores, nos preguntamos si alguno de los
activadores y/o de los efectores de Rholp
rescataria el apagado del mutante P81nm¢l-
mtl2"wscIA. Entre los activadores hemos
visto que rgfl" y rgf2’
perfectamente el crecimiento de la cepa
SC82, pero no lo hace rgf3" (figura 56).
Entre los efectores, hemos probado solo la
sobreexpresion de pckl” y pck2” (bajo el
control del promotor nmtl, de alto nivel de
expresion). El resultado no ha sido tan claro
como en el caso de los activadores. Cada uno
por separado rescata parcialmente el
crecimiento, pero en ningun caso la
complementacion es como cuando utilizamos
rhol” o rgfl” (datos nos mostrados). Quizas
la sobreexpresion de los dos a la vez

rescatan

produzca ese efecto.

De cualquier forma, los resultados
obtenidos hasta ahora sugieren un papel
esencial de los “supuestos sensores” -Mtl2p
y Wsclp- en la activacion de Rholp.

7.8 Mtl2p y Wsclp participan
en la activacion de Rholp en células
estresadas con caspofungina por
largos periodos de tiempo

Puesto que la activacion de Rholp o
simplemente un aumento de la cantidad de
Rholp es capaz de restablecer el crecimiento
en las células con una cantidad minima de
los “sensores”, decidimos analizar “in vivo”
la cantidad de Rholp activo (Rholp unido a
GTP) en células con distintos niveles de los
mismos.

La cantidad de Rholp unida a GTP de
las células se analiza mediante precipitacion
de Rhol-GTP con bolitas de glutation-
sefarosa unidas a GST-RBD (RhoA Binding
Domain), el dominio de unién a RhoA de la
proteina denominada rotequina (Coll et al.,
2003; Reid et al., 1996; Ren et al., 1999).
Este péptido so6lo se une a las proteinas Rho
cuando se encuentran asociadas a GTP, de
ese modo precipitando las bolas de sefarosa
precipitamos también la fraccion celular de
Rholp que estd unida a GTP.

Para realizar estos
obtuvimos extractos de proteinas a partir de
cepas mtlI2A (SC124) y wsclIA (SC125) que
llevan la copia gendémica de rhol” marcado
con HA y expresado bajo el control de su
propio promotor. La cantidad de Rholp
unido a GTP se determind por SDS-PAGE y
“Western blot” con anti-HA a partir del
extracto incubado con bolitas de glutation-

experimentos
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Figura 57. Regulaciéon de la cantidad de Rholp-GTP por Mtl2p y Wsclp. Extractos obtenidos a partir de: A) células de
la cepa silvestre (SC94), mt2A (SC124) y wsclA (SC125) que expresan HA-rhol" en condiciones 6ptimas de crecimiento,
YES a 28°C. B) células de la cepa silvestre (SC94) tratadas con caspofungina 1pg/ml a diferentes tiempos (30°, 1h y 2h), en
YES a 28°C. C células de la cepa silvestre (SC94), mtI2A (SC124) y wscIA (SC125) sometidas a tratamiento con concen-
traciones subletales de caspofungina (0,1pg/ml) durante 16 horas, en YES a 28°C. D células de la cepa silvestre que expresan
HA-rhol" transformadas con los plasmidos pREP3X (vacio), pREP3X-mtl2" y pREP3X-wscl" después de 32 horas en medio
sin tiamina; se incubaron con bolas de glutation-sefarosa conjugadas con la proteina de fusion GST-RBD a 4°C durante 2
horas y se revelo el precipitado mediante “Western blot” con el anticuerpo 12CAS5 (paneles superiores). La cantidad de
Rholp en extractos totales en cada una de las cepas anteriores se determind mediante “Western blot” revelando con el anti-
cuerpo 12CA5 (paneles inferiores).

Como la
caspofungina estd asociada a defectos en la

sefarosa que llevan unido GST-RBD. La
cantidad total de Rholp se determind

hipersensibilidad a

directamente por “Western blot” a partir de
los extractos celulares revelando con

anticuerpos anti-HA.

En la figura 57-A se puede observar
que la cantidad de Rholp total asi como la
cantidad de Rholp activo (unido a GTP), es
similar en las tres cepas, sugiriendo que
ninguna de las dos proteinas es necesaria
para mantener el nivel basal de Rholp-GTP
en condiciones Optimas de crecimiento.

sintesis de P-glucano, quisimos evaluar si
Mtl2p o Wsclp podrian ser necesarias para
aumentar la cantidad de Rholp-GTP en
células sometidas a condiciones de estrés por
este antifungico.

En primer lugar analizamos la cantidad
de Rholp en células tratadas con
caspofungina (1pg/ml) durante 0,5, 1 y 2
horas. En la figura 57-B, se puede observar
que la cantidad de Rholp unido a GTP
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aumenta con el tiempo de exposicion al
antifingico. Entonces elegimos el tiempo de
1 hora en el cual la cantidad de Rholp es
mayor y analizamos si esta activacion de
Rholp dependia de la presencia de alguno de
los “sensores” Mtl2p y/o Wsclp. Tampoco
en este caso observamos diferencias en la
cantidad de Rholp activo en presencia de
caspofungina entre la cepa silvestre y cada
mtlI2A 'y wsclA

uno de los mutantes

(resultados no mostrados).

También medimos la cantidad de
Rholp activo en células que habian sido
tratadas con concentraciones sub-letales de
caspofungina durante largos periodos de
tiempo (14, 16, 18 horas). Curiosamente, en
este caso si observamos diferencias. Las
células de los mutantes mtI2A 'y wsclA
contienen mucha menos cantidad de Rholp-
GTP que la cepa silvestre, cuando crecen en

un cultivo en presencia de caspofungina (0,1
pg/ml) durante 16 horas (figura 57-C).

Finalmente, quisimos ver si un
aumento de la cantidad de Mtl2p y Wsclp se
podria traducir en un aumento de la cantidad
de Rholp activo. Analizamos la cantidad de
Rholp unido a GTP en células de la cepa
silvestre (SC94) que sobreexpresan Mtl2p y
Wsclp a partir de los plasmidos pREP3X-
mtl2" 'y pREP3X-wscl® (descritos
anteriormente) y utilizamos como control el
plasmido pREP3X (vacio). Las células en
fase logaritmica de las tres cepas se lavaron
para eliminar la tiamina e inducir el
promotor nmtl y se recogieron al cabo de 32
horas. Como se puede observar en la figura
57-D, la cantidad de Rholp unido a GTP se
increment6 considerablemente en las cepas
que sobrexpresan Mtl2p y Wsclp en
comparacion con la cepa silvestre.

Mti2p-GFP Rgflp-Tom.

Wsclp-GFP Rgflp-Tom.

Merge

Figura 58. Co-
localizacion de Mtl2p-
GFP y Wsclp-GFP con
Rgfl-Tomato. Las cepas
Mtl2p-GFP  (SC167) y
Wscl-GFP (GRG42)
fueron transformadas con
el plasmido pAL-
rgfl Tomato y las células
se incubaron a 28°C en
YES. A: La fluorescencia
verde (Mt12p-GFP) y roja
(Rgflp-Tomato)  (rojo)
coinciden en los polos y
el septo. B: La fluores-
cencia verde (Wsclp-
GFP) y roja (Rgflp-
Tomato) coinciden en
puntos discretos en los
polos, ver recuadro am-
pliado. (Merge: superpo-
sicion de ambas foto-
grafias, GFP y Tomato)

Merge
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8. Relacion funcional entre

Wscip, Mtlzp y Rgfip

Rgflp y Rgf3p son GEFs de Rholp y
estimulan el intercambio de nucleétido en
esta proteina durante el crecimiento
vegetativo, (Garcia et al., 2006; Tajadura et
al., 2004). Rgf3p-GFP se
exclusivamente en la zona del septo durante
la separacion celular (Tajadura et al., 2004),
mientras que Rgf1p-GFP se localiza en uno o
ambos polos durante el crecimiento
vegetativo y en el septo durante la citocinesis
(Garcia et al., 20006).

localiza

8. 1 Estudios de co-localizacion
entre Mtl2p, Wsclp y Rgflp

Puesto que habiamos observado que
Wsclp-GFP y Mtl2p-GFP se localizan
también en los polos y en el septo ademas de
por toda la superficie celular, realizamos
estudios de co-localizacion de Mtl2p-GFP y
Wsclp-GFP (marcadas en verde) con la

proteina Rgflp-Tomato (marcada en rojo).
En la figura 58, podemos observar que
proteinas (Mtl2p y Wsclp)
colocalizan con Rgflp-tomato sobre todo en
los polos y en el septo. La coincidencia es
mucho mas patente en el caso de Wsclp-
GFP ya que ésta al igual que Rgfl-Tomato

ambas

estd polarizada y aparece en puntos discretos
(ver recuadro aumentado en la figura 58-B).

Por ello nos propusimos investigar si
Mtl2p o Wsclp podrian participar en la
activacion de Rholp por Rgflp, Rgf3p o
ambos.

8.2 Estudio de la localizacion de
Rgfl1p-GFP en los mutantes m#l2A y
wsclA

En primer lugar, examinamos la
localizacion de Rgflp y de Rgf3p en los
mutantes mt2A 'y wsclA. Para ello
construimos cepas mtI2A rgfIA (SC236) y
wsclIA rgfIA (SCI165), en las que la copia

Rgflp-GFP

mti2ARgf1p-GFP

Figura 59. Locali-
zacion de los GEF
de Rholp (Rgflp-
GFP y Rgf3-GFP)
en los mutantes
mtI2A 'y wsclA. A
La proteina Rgflp-
GFP integrada se
visualiz6 en células
de los mutantes
mtl2A  (SC236) y
wsclA (SC165). B
La proteina Rgf3p-
GFP integrada se
visualizé en células
de las estirpes mt/2
A (SC196) y wsclA
(SC198) construi-
das para este expe-
rimento.

wsclARgf1lp-GFP
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RESULTADOS

silvestre de la proteina Rgflp estd marcada
con GFP e integrada en el locus leu.
También construimos cepas mtl2A  rgf3A
(SC196) y wscIA rgf3A (SC198) con Rgf3p
marcada con GFP e integrada en el locus leu.

En el mutante mt[2A rgf1A Rgflp-GFP
(figura 59-A), muchas células muestran una
fluorescencia mas débil y también
observamos algunas células con formas
anormales, este efecto puede ser debido a la
interaccion genética de la mutacion de m#2"
con una proteina Rgflp-GFP que no sea
totalmente funcional. En el mutante wsc/A
rgfIA  Rgflp-GFP,
normalmente en los polos y en el septo de la
misma forma que lo hace en la cepa silvestre
(figura 59-A). En el caso de Rgf3p-GFP,
tampoco observamos diferencias entre los

Rgflp se localiza

mutantes mtl2A, wscIA 'y la cepa silvestre.
En ambos casos Rgf3p se localiza en el septo
formando un anillo que se contrae (figura
59-B).

8.3 La delecion simultanea de
los genes m#2"y rgfl” y de los genes
wscl'y rgfl” es letal

Para analizar la relacion funcional
entre mt2", wscl” y rgfl’, decidimos
estudiar el fenotipo de cepas delecionadas en
cada uno de los genes por parejas, sabiendo
de antemano que la combinacién mtl2A wscl
A era inviable. Asi, cuando intentamos
obtener las otras 2 combinaciones, rgfiA
mtl2A 'y rgflA wsclA, no obtuvimos ningun
mutante doble, ni analizando las esporas al
azar ni mediante micromanipulacion y
posterior andlisis de tétradas. Ambas
combinaciones rgfIA mtI2A 'y rgfIA wsclA

son inviables.

Estos resultados fueron confirmados al
observar el fenotipo de las cepas que
construimos a tal efecto y que denominamos
“apagados”: P81nmtI-rgfl” mtI2A (SC175) y
P8Inmtl-rgfl” wsclA (SC173), que llevan la
delecion de mtl2"y wscl respectivamente y
en los que la tinica copia de rgfl" existente
en la célula se encuentra bajo el control de
un promotor PS8Inmmtl, reprimible por
tiamina. Ambas cepas crecen perfectamente
en ausencia de tiamina (promotor encendido)
pero son incapaces de crecer en presencia de
tiamina (promotor apagado) (figura 60). La
interaccion sintético letal fue similar a la

MM+T, 12h

Figura 60. Fotografias de contraste interferencial de las
células P81nmt-rgfl* mti2A (SC175) (A) y P81nmt-rgfl*
wsclA (SC173) (B), tomadas en ausencia de tiamina y
después de 12 horas en presencia de 15 pg/ml de tiamina
para reprimir el promotor (T: tiamina).
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observada entre mt[2A y wscIA (figura 38).
Cuando las células creciendo en fase
logaritmica (sin tiamina) se ‘“‘apagan”, es
decir, se aflade tiamina al medio de cultivo,
aproximadamente el 95% de las células se
lisan con forma alargada, un fenotipo
caracteristico del mutante rgf/A 'y que
también hemos visto en la cepa P8Inmtl-

mtl2" wscIA (figura 38).

8.4 La sobreexpresion de Rgflp
no es letal en el mutante wsclIA

Los datos de los apartados anteriores
indican que Mtl2p y Wsclp podrian estan
involucradas en el anclaje adecuado de
Rgflp a la membrana y/o en su activacion,
pero no nos aclaran si Rgflp regula la
integridad celular en paralelo o por debajo de
Mtl2p y/o Wsclp.

Para distinguir entre estas dos
posibilidades, el gen rgfl" fue
sobreexpresado en un pldsmido pPGR33
(pPREP3X-rgfI1") en la cepa silvestre y en los
mutantes m#2A  (YS1220) y wscIA (
GRG15). La sobreexpresion de Rgflp es
letal en la cepa silvestre (Garcia et al., 2006),
y aumenta casi el doble la cantidad de B-
glucano y de a-glucano de la pared celular
(Patricia Garcia, resultados no publicados).

Si Rgflp estuviera regulada por Mtl2p
o Wsclp o dicho de otro modo, si la
actividad de Rgflp estuviera comprometida
por la funciéon de Mtl2p o Wsclp, cabria
esperar que las células de los mutantes m#/2A
o wsclIA  fueran “resistentes” a la
sobreexpresion de rgfI’. Por otra parte si
Reflp y Mtl2p o Rgflp y Wsclp regulan la
integridad celular en forma paralela, nmti-

rgfl" debe ser tan toxica en células mtl2A o

A

wt 3X
wt 3Xrgf1*

mtl2A 3Xrgf1*
wsclA 3Xrgf1*

B
wt 3X

Npmars!(y Calcofluor

Figura 61. A- La sobreexpresion de rgfI™ no es
letal en el mutante wsc/A. Se inocularon dilu-
ciones seriadas de las cepas wt, mtl2A
(YS1220) y wscIA (GRG15) transformadas con
el plasmido pREP3X-rgf1" y de la cepa wt con
el plasmido pREP3X (vacio), en placas de MM
sin tiamina y de YES, y se incubaron 3 dias a
28°C. B- Se puede observar la acumulacion
anormal de material de pared que se tifie con
calcoflior en la cepa silvestre pero no en el
mutante wsc/A. Micrografias de contraste de
Nomarsky (paneles inferiores) y de tinciéon con
calcofluor (paneles superiores) de la cepa sil-
vestre (YS64) transformada con el plasmido
pREP3X vacio y de la cepa silvestre (YS64) y
el mutante wscI/A (GRG15) transformadas con
el plasmido pREP3X-rgf1".

107



wsclIA como lo es en las células de la cepa
silvestre o podria ser ain mas toxica.

Como se muestra en la figura 61-A las

células  wsclA son practicamente
“insensibles” a la sobreexpresion de rgfl"
(pPREP3X-rgfI"), y forman colonias en
condiciones de desrepresion, mientras que la
cepa silvestre o el mutante mt/2A no crecen
en estas condiciones. Cuando
sobreexpresamos rgf/" en el mutante wsclA
no observamos células de gran tamafio ni
acumulaciones asimétricas de material de
pared celular (que se tifien con calcoflior),
tal y como aparecen en la cepa silvestre
transformada con el plasmido (pREP3X-
rgfl") (Figura 61-B). De acuerdo con esto,
la  morfologia de las células que
sobreexpresan rgfl’ en el mutante wsclA
fue muy parecida a la de las células de la
cepa silvestre transformadas con el plasmido

vacio (pREP3X) (Figura 61-B).

Una explicacion posible, aunque no la
unica, es que Wsclp sea necesario para la
activacion de Rgflp al menos en condiciones
de estrés (como ocurre al sobreexpresar
Rgflp); en este sentido, la reduccion de
material de pared celular (probablemente [3-
glucano) podria explicar por qué el mutante
wsclA es tolerante a la sobreproduccion letal
de Rgflp. Estos datos sugieren que Rgflp
actiia por debajo de Wsclp aunque no nos
dicen si lo hace directa o indirectamente.

9. La sobreexpresion de wscr
pero mo de mtlZ produce
morfologia  aberrante vy
aumenta la sintesis de PB-
glucano

Se sabe desde hace afos que los
mutantes de rhol” constitutivamente activos
(Arellano et al., 1997), o la sobreexpresion
de Rgflp producen una morfologia aberrante
y un aumento de la sintesis de P-glucano
(Garcia et al., 2006). Nosotros hemos
demostrado que al menos en el caso de
Rgflp este fenotipo depende de Wsclp
(figura 61-B). Entonces razonamos que si
Mtl2p o Wsclp estan involucradas en la
biosintesis de [-glucano podriamos esperar
que su sobreexpresion produjera un fenotipo
similar es decir un aumento del B-glucano.

9.1 La sobreexpresion de m#2"
es letal

Para estudiar el efecto de la proteina
Mtl2p desregulada construimos el plasmido
(pSC10) que lleva la fase de lectura abierta
del gen mtI2" bajo el control del promotor
del gen de la tiamina nmtl" (no message in
thiamine) (Maundrell, 1993). (Ver Apartado
4.9 de Materiales y Métodos).

Transformamos la estirpe silvestre con
el plasmido pREP3X-mtl2" y el plasmido
control (pREP3X), seleccionamos los
transformantes en placas de MM-leucina y
con tiamina (15 pg/ml) y analizamos el
crecimiento de ambas cepas en medio sélido
con y sin tiamina mediante un ensayo de
gota.

En medio con tiamina (YES) las dos
cepas crecieron bien. Sin embargo, en placas
de medio minimo (MM) sin tiamina, apenas
hay crecimiento de la cepa que sobreexpresa
el gen mtI2" comparada con la cepa silvestre
(figura 62-A).
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A YES

Calcofluor

Figura 62. A: La sobreexpresion de
mtl2" es letal. Partiendo de células de
la cepa silvestre transformadas con el
plasmido pSC10 (pREP3X-mt2") y
con el plasmido pREP3X (vacio), se
realizaron diluciones seriadas y
aproximadamente 3 pl de cada una de
estas diluciones se sembraron en pla-
cas de MM (sin tiamina) y de YES.
Las placas se incubaron 3 dias a 28°C.
B: Morfologia de las células que so-
breexpresan Mtl2p (derecha), compa-
radas con las células que llevan el
plasmido control pREP3X
(izquierda), después de 48 horas en
medio sin tiamina. La morfologia se
observo mediante contraste interferen-
cial (DIC) y tincion con calcofliior
(300 pg/ml). OE-sobreexpresion.

48 horas OE

Para determinar cudl podria ser la
causa de la parada en el crecimiento,
examinamos la morfologia de las células en
medio liquido sin tiamina, por observacion
directa en contraste interferencial y tifiendo
las células con calcofltior. Aproximadamente
después de 48 horas en medio sin tiamina
vimos que en el cultivo que sobreexpresa
mtl2" se produce un alargamiento en las
células, probablemente debido a defectos de
separacién y también aparece
aproximadamente un 17% de células lisadas
(figura 62-B).

9.2 La sobreexpresién de wscl”
es letal

De la misma forma que para mtl2",
construimos el plasmido pRZ16 (pREP3X-
wscl) que lleva la fase de lectura abierta

del gen wscl” bajo el control del promotor
nmtl (ver Apartado 4.9 de Materiales y
Métodos).

Cuando sobreexpreasmos wscl' en la
cepa silvestre, las células fueron incapaces
de crecer en placa en ausencia de tiamina
(figura 63-A). En medio liquido sin tiamina,
las células que sobrexpresan Wsclp son mas
cortas y redondeadas que las de la cepa
silvestre y a veces son deformes. Cuando se
realiza una tincién con calcoflior, muchas
presentan un incremento general en la
fluorescencia y en algunos casos se pueden
observar deposiciones aberrantes de
calcofluor (figura 63-B). Aunque el
aumento de la fluorescencia es patente
incluso antes de las 24 horas de desrepresion,
las deposiciones de material fluorescente
aparecen a partir de las 30 horas (figura 63-
B).
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Figura 63. A: La sobreexpresion de
wscl' es letal en la cepa silvestre. Par-
tiendo de células de la cepa silvestre
transformadas con el  plasmido
(PREP3X-wscl’) y con el plasmido
PREP3X (vacio), se realizaron dilucio-
nes seriadas y aproximadamente 3 pl de
cada una de estas diluciones se sembra-
ron en placas de MM sin tiamina y de
YES. Las placas se incubaron 3 dias a
28°C B: Morfologia de las células que
sobreexpresan Wsclp. Las fotografias
de contraste interferencial (paneles
inferiores) y tincion con calcofluor (300
pg/ml) (paneles superiores) se tomaron
después de 30 horas en medio sin tiami-
na. Las células que sobreexpresa wscl”
muestran deposiciones aberrantes de
material que se tifie con calcofltor. Se
ha resaltado mediante un recuadro a la
derecha una de esas células, en la que se
observa también en la fotografia DIC un
abultamiento de la pared celular. OE-
sobreexpresion.

9.3 La sobreexpresion de wscl”

aumenta la sintesis de a- y de -
glucano

Analizamos la actividad -glucan
sintasa “in vitro” (B-GS) en células que
sobrexpresan mtl2” y wscl'. Para ello
transformamos la cepa silvestre con los
plasmidos pREP3X (vacio), pREP3X-m#/2"
(pSC10) y pREP3X-wscl” (pRZ16) y
realizamos un ensayo de actividad B-GS a
partir de células crecidas en MM sin tiamina
durante 24 horas. La actividad B-glucan
sintasa aument6 de modo significativo (casi
al doble) en la cepa que sobreexpresa wscl ",
con respecto a la actividad de la cepa
silvestre (con el pldsmido vacio). Sin
embargo, la sobreexpresion de mtl2"
disminuy6 la actividad B-GS tal y como se
muestra en la figura 64.

Nuestros datos indican que al aumentar
la cantidad de wsc/™ también aumenta la

actividad -GS, sin embargo, no nos dicen si
el material fluorescente que se acumula es o-
glucano, B-glucano o ambos. Para saberlo
estudiamos la composicion de los polimeros
de la pared celular mediante la técnica del
fraccionamiento (descrita en el Apartado 10
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Figura 64. Actividad de la enzima -(1,3) glucan sintasa
en la cepa silvestre transformada con los plasmidos
pRE3X, pREP3X-mt[2" (OP mti2") y pREP3X-wscl®
(OP wscl™). Los valores representados son la media de la
incorporacion de '*C-glucosa de tres experimentos inde-
pendientes. Las barras de error representan la desviacion
estandar. OE-sobreexpresion.
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Figura 65. Composicion de la pared celular de la estirpe
silvestre y cepas que sobreexpresan wscl’y mtI2*. En la
grafica se representan los niveles relativos de incorpora-
cion de "C-glucosa en cada uno de los polimeros que
forman la pared celular. Incubamos las cepas en MM sin
tiamina a 28°C durante 24 horas, y 12 horas antes de
recoger las células afiadimos '“C-D-glucosa radioactiva.
Los valores representados son la media de tres experi-
mentos independientes. Las barras de error representan la
desviaciéon estandar de la incorporacion total de 'C-
glucosa en la pared. OE -sobreexpresion.

de Materiales y Métodos).

En la figura 65 se muestra el resultado
que a su vez es la media de tres
experimentos. Hay un aumento general de la
pared celular en las células que
sobreexpresan wscl' (OP wscl"), comparado
con las células de la cepa silvestre y las que
sobreexpresan mtl2” (32%, 23.5% y 23%
respectivamente). Este incremento se debe
tanto a un aumento de la cantidad de pB-
glucano (15% en la cepa que sobreexpresa
wscl” frente al 11% de la cepa silvestre)
como a un aumento de la fraccion de o-
glucano (que en la cepa que sobreexpresa
wscl” fue el doble del de la cepa silvestre)

(figura 65). Sin embargo la cantidad de
galactomanano es muy parecida en las tres
cepas.

En resumen, existe un incremento

simultdneo de los dos polimeros mas
importantes de la pared celular (a- y B-
glucano). Este efecto es similar al observado
al sobreexpresar Rgf3p (Tajadura et al.,
2004) y Rgflp (P. Garcia, resultados no
publicados) y podria deberse a un aumento
desmesurado y no regulado de la actividad
de Rholp (Arellano et al., 1996). Estos
resultados claramente indican que Wsclp
estd involucrada en la regulacion de la
biosintesis del B(1,3)-glucano 'y

probablemente también en la de a-glucano.

10. Relacion de Mtlzp vy
‘Wscip con la cascada de
integridad celular (iderada
por Pmkip

En §. cerevisiae la ruta de sefializacion
mas importante que controla el ensamblaje
de la pared es la ruta PKC, (revisado en
Lessage and Bussey, 2006; Levin, 2005).
Esta lleva un modulo “sensor” o “modulo de
deteccion” que activa a Rholp y que a su vez
activa a Pkclp y el modulo de MAP kinasas.
La deteccion es llevada a cabo por proteinas
de la familia Wsc (Wsclp, Wsc2p y Wsc3p)
y el par Mid2-Mtllp y cada grupo parece
responder a distintos estimulos. Por ejemplo
Wsclp es importante para sobrevivir al estrés
térmico y un mutante wsc/A presenta un
defecto en la activacion por “heat-shock™ de
Mpklp (la MAP Kinasa de la ruta) (Gray et
al., 1997; Verna et al., 1997).
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En S pombe también existe la
llamada “ruta de integridad” formada por un
modulo de tres MAP Kinasas liderado por
Pmklp, que es la MAP kinasa. Sin embargo,
apenas se conoce cudl es su participacion en
la biosintesis de la pared celular o en otros
procesos (ver Apartado 4 de la Introduccion).
Tampoco se conocen los “sensores” que
transmiten la sefial de dafos en la pared u
otros tipos de estrés al modulo de MAP
kinasas. Entre los reguladores positivos de la
cascada estd Rgflp (GEF de Rholp), la
GTPasa Rho2p y Pck2p, el ortélogo de

Pkclp en S. cerevisiae.

En el apartado 7 hemos visto que la
sobreexpresion de rhol”, rgfl” 'y pckl”
suprimen el fenotipo de hipersensibilidad a

caspofungina de la cepa mt/2A.
Curiosamente, mientras Rgflp actia
positivamente, por encima de Pck2p,

regulando una serie de estimulos hacia la
ruta de integridad de Pmklp (Garcia et al.,
2009b), Pcklp parece actuar como un
regulador negativo de dicha ruta (Barba et
al., 2008). Nos preguntamos si Mtl2p y/o
Wscl también estarian implicadas en la
activacion de esta cascada de MAPKs.
(Madrid et al., 2006).

10.1 Los mutantes mtI2A 'y wscl
A no presentan el fenotipo vic
(viable en presencia de
inmunosupresor y de iones cloruro)

En primer lugar decidimos comprobar
si las células mtI2A 'y wsclA presentaban
alguno de los fenotipos observados en
mutantes con defectos en esta ruta. Se ha
demostrado, que todos los componentes
conocidos de la cascada de integridad

presentan el fenotipo vic (viable in the
presence of immunosuppressant and choride
ion), es decir, son viables en presencia del
inmunosupresor FK506 'y altas
concentraciones de MgCl, (Sugiura et al.,
1999; Sugiura et al., 1998). Para determinar
si mtI2A 'y wsclA presentaban el fenotipo vic
realizamos un ensayo de gota con células de
la cepa silvestre y de los mutantes mtl2A,
wsclA, rgfIA y pmkIA, en placas de YES
suplementadas con un inhibidor especifico
de la calcineurina (FK506) y con MgCl,
(0,2M).

En S pombe los mutantes de
calcineurina no crecen en presencia de
MgCl,, mientras que una mutacion adicional
en los miembros de la ruta de MAPK
suprime este fenotipo. En medio con FK506
+ MgCl,, la inhibicion de la calcineurina es
llevada a cabo por FK506 y en consecuencia
la cepa silvestre no puede crecer en presencia
de iones cloro, sin embargo los mutantes que
tienen delecionado alguno de los
componentes de la ruta suprimen Ia
hipersensibilidad a cloro y crecen en estas
condiciones.

En la figura 66 (paneles superiores), se
puede observar que los mutantes mt[2A 'y
wsclA se comportan como la cepa silvestre
y son incapaces de crecer en estas placas,
mientras que las células de los mutantes rgf1
Ay pmkIA (dos de los componentes de la
ruta), si crecen en este medio. En la figura
66 parece que la cepa wsclIA crece un poco
en estas condiciones por lo que podria
decirse que tiene un fenotipo vic “ligero”.
Ademés al sembrar las mismas cepas en
placas con FK506 y MgCl, por separado
(figura 66, paneles inferiores) observamos

112



MgCl, +FK506
0,2M  0,5ug

0000 %+

YES

YES+FK506
0,5ug/m

000
0008

wselA LY X RS

00003

Figura 66. Células silvestres
(YS64), rgfiIA (VT14), pmkiA
MS192) mt2A (YS1220) y
wsclA (GRG15) fueron sem-
bradas en placas de YES y de
YES + FK506 (0,5 pg/ml) +
MgCl, (0,2M) (paneles superio-
res). Se realizaron diluciones
seriadas (con 8x10%, 4x10%
2x10%, 2x10°, 2x10* y 2x10'
cels/ml) y se sembraron aproxi-
madamente 3ul de cada una de
estas diluciones. Las mismas
cepas fueron sembradas en
placas de YES + FK506 (0,5 n
g/ml) y YES + MgCl, (0,2M)
por separado (paneles inferio-
res). Las placas fueron incuba-
das a 28°C durante 3 dias.

/ml

YES+MgCl,

que en presencia de FK506 (0,5mg/ml) los
mutantes mt/2A y wscIA crecen de forma
similar a la cepa silvestre. Mientras que en
presencia de MgCl, (0,2M) el mutante mt/2A
se comporta igual que la cepa silvestre pero
el mutante wsc/A se parece mas a los
mutantes de la ruta de MAPK (rgfIA y pmkl
A).

Quisimos ver si existia otro tipo de
interaccion genética entre los “sensores” y
los componentes de la cascada. Todos los
mutantes en los componentes de la cascada
de MAPK de Pmklp son sensibles a
caspofungina y nosotros hemos visto que los
mutantes mtI2A y wsclA también lo son
aunque en distinto grado (ver Apartado
2.2.3).

Si Wsclp o Mtl2p actuaran como
reguladores de la ruta, la sobreexpresion de
los componentes de la ruta como pck2" o
pmkI" podria suprimir este fenotipo de
sensibilidad a caspofungina. Aunque no
hemos hecho todas las combinaciones
posibles, si sabemos que ni pck2" ni pmkl”
suprimen el fenotipo de hipersensibilidad a

del mtl2A.  No
sabemos qué ocurre con el mutante wsclA.

caspofungina mutante

También obtuvimos cepas con
mutaciones en los ‘“sensores” junto con
mutaciones en alguno de los componentes de
la ruta, por ejemplo wscIA rho2A y mti2A
rho2A 'y analizamos su crecimiento en
ausencia y en presencia de caspofungina asi
como el fenotipo vic. En la figura 67-A, se
puede observar, que la cepa wscl/A no es
sensible a 0,75 pg/ml de caspofungina,
mientras que el mutante rh02A si que lo es;
sin embargo al subir la concentracion de
caspofungina a 1,5 pg/ml, es cuando la cepa
wscIA es incluso mdas sensible a
caspofungina que la delecion de Rho2p,
sugiriendo en principio que el mecanismo
que provoca este defecto podria ser diferente
en ambos casos (ver discusion). En cuanto a
los mutantes dobles, son sensibles a las
mismas concentraciones que el mutante
simple rho2A, y ademas presentan el

fenotipo vic como el mutante rho2A

(figura67-B).
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Figura 67. A- Ensayo de sensibilidad a caspofungina de la cepa silvestre (YS64), los mutantes rho2A (VT20), wsclIA (
GRG15) y los dobles mutantes rho2AwscIA (SC257 y SC258). Se hicieron diluciones seriadas de cada cepa (8x10%, 4x10%,
2x10% 2x10%, 2x10%y 2x10' cels/ml) y se sembraron aproximadamente 3pl de cada dilucion en placas de medio rico (YES) y
YES suplementado con caspofungina (0,75ug/m, 1,5 ug/ml y 2,5ug/m). B- Las mismas cepas se sembraron en placas de YES
y de YES + FK506 (0,5 pg/ml) + MgCl, (0,2M). Las placas se incubaron 3 dias a 28°C.

La relacion entre Mtl2p y Rho2p es que la cepa rho2A (figura 68).
diferente, los mutantes individuales rh02A 'y

mtI2A  presentan distinto grado de Estos datos y el hecho de que ambos
sensibilidad a caspofungina, siendo mas  mutantes no presenten el fenotipo vic,
sensible la cepa mtI2A que la cepa rho2A. indicarian que ni Mtl2p ni Wsclp son

Las cepas mtI2A rho2A se comportan como ~ componentes “autenticos” de la cascada de

la cepa mfI2A con respecto al crecimiento en  integridad.  De  todos  modos  quisimos

placas de caspofungina y son mas sensibles comprobar si Mtl2p y/o Wsclp podrian tener

YES + Caspofungina

0,5ug/ml

YES 0,1ug/m| 0,25ug/ml

rho2AmtPAE XX X | a:j. [

Figura 68. Ensayo de sensibilidad a caspofungina de la cepa silvestre (YS64), los mutantes rho2A (VT20), mtI2A (YS1220) y
los dobles mutantes rh02A mtI2A (SC259 y SC260). Se hicieron diluciones seriadas de cada cepa (8x10%, 4x10*, 2x10%,
2x10°, 2x10%y 2x10" cels/ml) y se sembraron aproximadamente 3pl de cada dilucion en placas de medio rico (YES) y YES
suplementado con caspofungina (0,1 pg/m, 0,25 pg/ml y 0,5ug/m). Las placas se incubaron a 28°C durante tres dias.
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algn papel en la activacion de Pmklp.

10.2 La activacion de Pmklp
que se produce en respuesta a estrés
osmotico o a estrés por daiios en la
pared, no depende de Mtl2p ni de
Wsclp

Analizamos el nivel de fosforilacion de
Pmklp sometida a diferentes tipos de estrés
en la cepa silvestre y en los mutantes nulos
mtl2A 'y wscIA. Se ha descrito que la
activacion de Pmklp es inducida por
numerosos tipos de estrés,
condiciones hiper e hipotonicas, presencia de

compuestos que danan la pared celular, calor,

incluyendo

ausencia de glucosa y estrés oxidativo
(Madrid et al., 2006).

La actividad catalitica de la
MAPK Pmklp depende de la fosforilacion
de dos residuos, Thr-186 y Tyr-188, que
puede ser detectada por “Western blot”
utilizando un anticuerpo antifosfo-p42/44
(Loewith et al., 2000; Zaitsevskaya-Carter
and Cooper, 1997).

En primer lugar, analizamos Ia
fosforilacion de Pmklp en condiciones de
estrés osmotico con KCl y NaCl. Para esto,
utilizamos células de la cepa silvestre
(MI200) y de los mutantes mt/l2A (SC19) y
wsclA (SC140), todos con la copia genémica
de pmkl® fusionada en su extremo 3’ a
secuencias que codifican dos epitopos HA y
6 histidinas (HA6His) (Madrid et al., 2006).
Los cultivos en fase exponencial de estas tres
cepas se sometieron a estrés hiper-osmotico
(KCl1 0,6M durante 15 minutos) y a estrés
salino (NaCl 0,5M durante 30 minutos) y se
tomaron alicuotas, antes y después del

tratamiento. Las muestras se procesaron
segin se indica en el Apartado 11 de
Materiales y Métodos.

La proteina Pmklp se purificd
mediante bolas de Ni*" que presentan
afinidad por las 6His y posteriormente se
analiz6 la fraccion de Pmklp fosforilada
mediante SDS-PAGE y “Western blot”,
utilizando anticuerpos policlonales antifosfo-
p44/42 que detectan el estado activo de
Pmklp. Los niveles totales de Pmklp se
detectaron a partir de los extractos celulares,
mediante SDS-PAGE y “Western blot”
utilizando anticuerpos anti-HA (12CAY5).

Como se muestra en la figura 69 Ay
B, no observamos diferencias significativas
en la fosforilacion de Pmk1p entre las células
silvestres y los mutantes nulos mtI2A y wscl
A. No se apreciaron cambios ni en la
actividad basal, ni cuando las células se

sometieron a estrés osmotico con KCl o
NaCl.

Se hicieron ademés analisis
cuantitativos para normalizar la intensidad de
las bandas correspondientes a Pmklp
fosforilado con respecto a la cantidad total de
proteina. Todos los valores independientes
asi obtenidos, fueron a su vez normalizados
con respecto a la cantidad de proteina
fosforilada que se pudo observar en la cepa
silvestre sin tratar. Los resultados de estas
mediciones se muestran bajo cada panel.

Algunos compuestos que producen
dafio en la pared celular, como ciertos
antifingicos (micafungina y caspofungina),
también son capaces de activar esta cascada.
Para comprobar si Mtl2p y/o Wsclp estaban
participando en la sefalizacion de estos
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Figura 69. Activacion de Pmklp inducida por estrés
osmotico y dafio en la pared celular en los mutantes nulos
mt2A 'y wsclA. Células de las cepas pmkl'-HA6His
(MI1200), mtI2A pmkl*-HA6His (SC19) y wsclA pmkl*-
HAG6His (SC140) creciendo en fase exponencial en medio
rico se trataron con NaCl 0,5M durante 30 minutos (A),
KC1 0,6M 15 minutos (B) y caspofungina (1pg/ml) du-
rante 60 minutos (C). Pmk1-HAG6His se purificé por
cromatografia de afinidad. La fraccion de Pmk1p activada
y la total se determinaron por SDS-PAGE y “Western
blot”, revelando con anticuerpos antifosfo-p42/44 (panel
superior) o anti-HA (panel inferior).

dafios, tratamos las células de los mutantes
mtl2A, wscIA y de la cepa silvestre con
caspofungina, 1pug/ml durante 1 hora. Como
en los casos anteriores, la fosforilacion de
Pmkl1p en los mutantes nulos mt/I2A 'y wsclA

es similar a la que ocurre en la cepa silvestre
figura 69-C.

Puestos en conjunto, todos nuestros
datos indican que Mtl2p y Wsclp no
desempefian un papel importante en la
sefializacion en respuesta a estrés osmotico y
dafio en la pared celular, a través de la ruta
de integridad celular de Pmkl1p.

Para completar el estudio también
analizamos si altos niveles de Mtl2p y
Wsclp podrian dar como resultado la
activacion de Pmklp en ausencia de estrés
tal y como se habia descrito anteriormente
para Rho2p, Pck2p, Rgflp y Rholp (Garcia
et al., 2009b; Ma et al., 2006). Para ello
transformamos la cepa PmkI-HA6H
(MI200) con los plasmidos pREP3X,
pREP3X-mtl2" y pREP3X-wscl’. Estos
plasmidos sobreexpresan los genes mtl2"y
wscl bajo el control del promotor nmtl
(Forsburg and Sherman, 1997). Como se
aprecia en la figura 70, la sobreexpresion de
wscl” aumenta claramente los niveles de
fosforilacion de Pmklp, comparado con la
cepa que sobreexpresa mtl2” o con la
portadora del plasmido vacio.

Seguidamente, nos preguntamos si la
sobreexpresion de Wsclp podria estar
activando directamente a Pmklp o
necesitaria hacerlo a través del modulo de
Mkhlp-Peklp. Para
transformamos la cepa mkhIA (PG318) que
expresa la proteina de fusion PmkI1-HAG6H,
con los plasmidos pREP3X y pREP3X-

averiguar  esto,
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Figura 70. La sobreexpresion de Wsclp activa a Pmklp y
esta activacion se produce a través de mkhl'. En la parte
izquierda se muestra Pmk1p obtenida a partir de células de
la cepa silvestre pmkl'-HAG6His (MI200) transformada
con los plasmidos pREP3X (vacio) y pREP3X-wscl® y
pREP3X-mtl2", desreprimidas en MM sin tiamina durante
22 horas. En la parte derecha, las células de la cepa mkhIA
pmkI'-HAG6His (PG318) y rgflA pmkI*-HA6His (PG285)
fueron transformadas con los plasmidos pREP41X vacio y
pREP3X-wscl'. La cantidad de Pmk1p fue analizada co-
mo ya se ha descrito anteriormente, revelando con anti-
cuerpos anti-fosfo-p42/44 (arriba) o anti-HA (abajo).

wscl’. La sobreexpresion de wscl en
ausencia de mkhl", no produjo activacion
alguna de Pmklp, como se puede observar
en la figura 70.

Sin embargo, cuando sobreexpresamos
en la cepa rgfiA (PG285), si
observamos un banda de fosforilacion de

+
wscl

Pmklp, aunque quizas no tan intensa como
la que obtuvimos al sobreexpresarlo en la
cepa silvestre.

Estos datos indican que altos niveles de
Wsclp activan Pmklp en S. pombe, y que lo
hacen a través del moédulo de MAPK, Mkhlp
-Peklp, y de manera mas
independiente de Rgflp,
demostrar esto ultimo habria que realizar
experimentos a distintos tiempos y con
distintas cantidades de proteina.

0 menos
aunque para

11. Relacion de Mtlzp vy
Wscip con la cascada de
respuesta a estreés

En S. pombe, ademas de la ruta de
integridad celular, existe otra cascada de
transduccion de sefiales que responde a
diferentes estreses, como estrés osmotico u
oxidativo, y cuya MAPK es la proteina
Spclp/Stylp (Shiozaki and Russell, 1995b).
La activacion de esta cascada da lugar a la
relocalizacion en el nucleo de Spclp y a la
activacion del factor de transcripcion Atflp,
lo que desencadena cambios en la expresion
de diferentes genes asociados con la
respuesta a estrés (Takeda et al., 1995).

Nos preguntamos si Mtl2p y Wsclp
podrian estar participando en la activacion de
esta ruta, por lo que decidimos analizar la
fosforilacion de Spclp en presencia y
ausencia de Mtl2p y Wsclp en células
sometidas a diferentes tipos de estrés. Para
realizar estos ensayos, se utilizaron células
silvestres (SC13), mtI2A (SC30) y wscT1A
(SC24), todas ellas con la copia gendmica
de spcl” marcada con HA6H, que permite la
purificacion de Spclp con Ni*-NTA vy la
deteccion de la proteina con anticuerpos anti-
HA (Shiozaki and Russell, 1995b).

Como ya se habia descrito con
anterioridad, la exposicion de las células a
condiciones de alta osmolaridad, en este caso
KCl 0,6M, dio lugar a un rapido incremento
en la fosforilacion de Spclp (figura 71-A).
En células mti2A 'y wsclA, este mismo
tratamiento produjo un aumento similar de la
sefial de Spclp, indicando que la activacion
de esta MAPK en respuesta a un aumento de
la osmolaridad es totalmente independiente
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Figura 71. Activacion de Spclp por estrés osmoético y
estrés oxidativo en los mutantes mtI2A y wsclA. La cepa
silvestre spci -HAG6His (SC13), y las cepas mutantes mtl2
Aspcl™-HA6His (SC30) y wsclAspcl -HA6His (SC24),
fueron tratadas con KCl (0,6M) durante 15 minutos (panel
A) o con H,0, (0,3mM) durante 15 minutos (panel B). En
ambos casos las muestras fueron procesadas de la misma
forma que en la figura 69.

sometidas a diferentes tipos de estrés. Para
realizar estos ensayos, se utilizaron células
silvestres (SC13), mtI2A (SC30) y wsclIA
(SC24), todas ellas con la copia gendomica de
spcl” marcada con HAG6H, que permite la
purificacion de Spclp con Ni**-NTA vy la
deteccion de la proteina con anticuerpos anti-
HA (Shiozaki and Russell, 1995b).

Como ya se habia descrito con
anterioridad, la exposicion de las células a
condiciones de alta osmolaridad, en este caso
KCl 0,6M, dio lugar a un rapido incremento
en la fosforilacion de Spclp (figura 71-A).

En células mtl2A 'y wsclA, este mismo
tratamiento produjo un aumento similar de la
sefial de Spclp, indicando que la activacion
de esta MAPK en respuesta a un aumento de
la osmolaridad es totalmente independiente
de Mtl2p y Wsclp. También examinamos la
activacion de Spclp en respuesta a estrés
oxidativo (H,O, 0,3 mM). Como se puede
ver en la figura 71-B, la intensidad de la
fosforilacion de Spclp después del
tratamiento no se vio afectada por la delecion
de los genes mtl2" y wscl'. Podemos
concluir por tanto, que ni Mtl2p y ni Wsclp
son necesarias para la activacion de la
cascada de MAPK de Spclp.
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Una funcién esencial de todas las
células es percibir la informacion del medio
ambiente y ajustar su fisiologia en
consecuencia. A menudo la percepcion de la
sefial se lleva a cabo por “sensores” que se
localizan en la superficie celular y atraviesan
la membrana plasmatica. Debido a Ia
facilidad para trabajar con levaduras y a su
capacidad de manipulacion genética, las
levaduras se han utilizado frecuentemente
para estudiar estas rutas reguladoras
(Lessage and Bussey, 2006; Levin, 2005;
Madrid et al., 2006; Rodicio y Heinisch,
2010).

En nuestro laboratorio estamos
interesados en el estudio de la pared celular
en general y en particular, estudiamos la
regulacion del B(1,3)-glucano en S. pombe.

Entre los polisacaridos, el [(1,3)-
glucano es el mas abundante y generalmente
se ha considerado un componente estructural
esencial y responsable de la rigidez de la
pared celular. El estudio de los reguladores
de la biosintesis de este polimero puede
aportar informacion tanto sobre aspectos
basicos relacionados con la morfogénesis y
la polaridad -como el de conocer la funcioén
de las GTPasas de la familia Rho en el
crecimiento polarizado- como sobre aspectos
aplicados -por ejemplo, estudiar el
mecanismo de accion de la caspofungina en
la biosintesis de B-glucano.

El objetivo de nuestro trabajo ha sido
caracterizar nuevos reguladores que actien
por encima de la ruta Rholp/Pcklp/Pck2p,
que a su vez controla la sintesis de los dos
principales polimeros de la pared celular y el
mantenimiento de la integridad celular en S.
pombe.

En S. pombe no se conocen las
proteinas encargadas de detectar los dafios en
la pared celular y transmitir esta sefal a una
cascada de transduccion de senales, tal y
como se ha descrito para S. cerevisiae.
Nosotros hemos identificado y caracterizado
dos genes, que hemos
denominado mtl2" (mid two like 2) y el otro,
que ya habia sido
previamente (Willer et al., 2005), pero del
que no se conocia ningin dato sobre su
funcion.

uno nuevo al

wsel”, identificado

Ambos genes codifican proteinas-
Mtl2p y Wsclp- con
estructurales de “sensores”. Las dos llevan
un dominio citoplasmatico en el extremo
carboxilo terminal, un ectodominio

caracteristicas

peripldsmico rico en serinas y treoninas y un
unico dominio transmembrana, que conecta
el dominio citoplasmatico con la larga region
extracelular.

Ademas de estas caracteristicas
comunes cada una tiene sus peculiaridades.
La proteina Mtl2p carece de péptido senal y
tiene una cola citoplasmatica muy larga,
mientras que Wsclp tiene un péptido sefial,
seguido por una zona rica en cisteinas
denominada CRD (cistein rich domain) o
dominio Wsc (cell wall integrity and stress
response component) 'y un dominio
citoplasmatico muy pequefio.

El hecho de que ambas proteinas sean
estructuralmente muy parecidas a los
“sensores” conocidos y caracterizados en S.
cerevisiae, no implica que Mtl2p y Wsclp
desarrollen la misma funcion en S. pombe.
De hecho, la regulacion de la biosintesis de
la pared en ambas levaduras es bastante
diferente.
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En S. cerevisiae la ruta de integridad o
ruta PKC regula la biosintesis de la pared
celular durante los periodos de crecimiento
polarizado como la gemacion, la formacion
de la proyeccion sexual y la conjugacion y
ademads es necesaria para responder al estrés.
Las sefiales se inician en la membrana
plasmatica a través de los “sensores” de
superficie (Wsclp, Mid2p, etc.) que junto a
los GEFs
nucledtido de Rholp y lo activan. Rholp
activa a sus efectores que incluyen a Pkclp
y la cascada de MAP kinasas, la B-GS, las
forminas y alguno de los componentes del

estimulan el intercambio de

exocisto (figura 15 de la Introduccion).

En S. pombe existe también una
cascada de integridad (cascada Pmklp), pero
su papel como regulador de la biosintesis de
la pared celular estd todavia sin definir. Los
mutantes nulos de los componentes de la
cascada son sensibles a antifingicos
(micafungina y caspofungina) y no crecen en
medio con alta osmolaridad, sin embargo aun
hay ciertas dudas acerca del factor o factores
de transcripcion activados por la MAP kinasa
de la cascada y si ese hipotético factor de
transcripcion activa a alguno de los genes
que participan en la biosintesis de la pared
celular (Takada et al., 2007).

1. Mtl2p y Wsclp participan en
la regulacion de la integridad
celular a través de Rholp

La conclusiéon mas importante que se
deriva de nuestro trabajo es que Mtl2p y
Wsclp son proteinas con caracteristicas de
sensores que participan en el mantenimiento
de la integridad celular y actian a través de
Rholp.

En primer lugar, ambos mutantes
presentan células lisadas, 15% del cultivo en
la cepa mtI2A 'y 8% en el mutante wsclA.
Ademas las células que carecen de m#/2" son
muy sensibles a antifingicos (caspofungina y
calcofliior) y a una gran variedad de estreses
(cafeina, vanadato, SDS y NaCl). Las células
que carecen de wscl' también son sensibles
a antifungicos y a otros tipos de estrés pero
en menor medida.
El mutante m¢/[2A presenta una
disminucion en la actividad B(1-3)-glucéan
sintasa y en el contenido de B-glucano de la
pared celular, sin embargo no hemos
observado ninguno de estos defectos en el
mutante wscIA. En este sentido, seria
interesante valorar la actividad B-GS y la
cantidad de glucano en el mutante wsc/A, en
condiciones de estrés “agudo” (fuerte poco
tiempo) o “cronico” (suave largo tiempo).

Ambos genes -mtl2" y wscl - tienen
una funciéon redundante en la viabilidad
celular. La eliminacion de Mtl2p o Wsclp
por separado no es letal; en cambio las cepas
mtl2A wsclA son inviables.

Esta pérdida de viabilidad estd
directamente relacionada con la perdida de la
integridad o lisis celular. Hemos visto que
las células del mutante condicional P8Inmtl-
mtl2" wsclA, que carecen del gen wscl "y en
las que el promotor de m#/2" se “apaga” en
presencia de tiamina, se arrugan y se lisan
como células individuales y alargadas, un
fenotipo muy parecido al de las células del
mutante rgf/IA o al de células con niveles
muy bajos de Rholp.

Si este defecto fuera debido a la falta

122



de activacion de Rholp, un aumento de la
expresion de Rholp o de alguno de sus
activadores rescataria el fenotipo de muerte
celular (lisis celular) que se produce en el
mutante condicional P8Inmtl-mtl2" wsclA
en presencia de tiamina. Efectivamente, esto
es lo que ocurre, la expresion moderada (en
un plasmido multicopia) de Rholp, Rgflp y
Rgf2p rescatan el “apagado” de Mtl2p y
Wsclp.

De acuerdo con el punto anterior,
cuando analizamos la cantidad de Rholp
activo (unido a GTP), en células de los
mutantes mt[2A 'y wscIA creciendo en
presencia de concentraciones subletales de
caspofungina, hemos visto que la cantidad de
Rholp-GTP en los mutantes es mucho
menor que la de la cepa silvestre, lo que
indica que ambos, Mtl2p y Wsclp,
participan en la activacion de Rholp, al
menos en estas condiciones.

En estos experimentos de “pull down”
también hemos visto que en ausencia de
estrés, los niveles de Rholp activo en los
mutantes son similares a los de la cepa
silvestre. Incluso en presencia de un estrés
fuerte, como se produce al afadir
caspofungina 1pg/ml durante 1 hora, que
aumenta los niveles de Rholp activo (figura
57). Tampoco observamos diferencias entre
los mutantes nulos y la cepa silvestre.
Aunque con nuestros datos actuales este
argumento es puramente especulativo, podria
ocurrir que estos “sensores” solo
respondieran a un tipo de dafo “crénico” y
no “agudo”.

2. Mtl12p-GFP y Wscl-GFP se
localizan en la superficie celular

Otro de los argumentos a favor de que
estas proteinas puedan
“sensores” o “detectores”, es su localizacion.
Mtl2p-GFP y Wscl-GFP se localizan en la
superficie celular, pero de manera un poco
diferente.

actuar como

Mtl2p-GFP se ve muy bien, la
fluorescencia es intensa y se distribuye por
toda la membrana plasmatica. Wsclp-GFP
también se encuentra en la superficie pero
aparece mucho mas concentrada en
“pequetios granulos” en los polos de la célula
y la sefial fluorescente es menos intensa.

La intensidad de la fluorescencia en el
caso de Mtl2p podria indicar que se trata de
una proteina abundante. Hemos marcado la
proteina Mtl2p con el epitopo HA en un
plasmido multicopia, y hemos detectado una
banda de tamafio (70kDa), que no aparece en
la cepa control (ver Materiales y Métodos,
Apartado 7.1). Utilizando la misma
estrategia en el caso de Wsclp, no hemos
podido detectar la proteina y hemos tenido
que recurrir a la sobreexpresion con el
promotor nmtl para conseguirlo. Aunque
ninguno de estos datos es definitivo, si
indican probablemente una tendencia.

Ademas de la abundancia, otra de las
diferencias mas importantes es la
distribucion, polarizada en el caso de Wsclp-
GFP y no polarizada (o no claramente
polarizada) en el caso de Mtl2p-GFP.

Wsclp-GFP aparece en un polo
cuando la célula estd creciendo de forma
monopolar y en ambos polos cuando las
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células han activado NETO y crecen de
forma bipolar. Su localizacién en el polo
nuevo durante NETO depende de Ia
maquinaria de polaridad y sugiere que
Wsclp podria formar parte de complejos con
otras proteinas en las zonas de crecimiento
activo de la célula.

En este sentido, también hemos visto
que mientras que la localizacion de Mtl2p-
GFP no depende del citoesqueleto de actina,
para que Wsclp-GFP se localice en los polos
es preciso que la actina esté correctamente
polimerizada. Esto estaria de acuerdo con la
existencia de un “posible” péptido senal en el
caso de Wsclp, que no aparece en la proteina
Mtl2p, y con un mecanismo de transporte a
la membrana plasmatica diferente para estas
dos proteinas.

Aunque sea bastante especulativo,
podriamos decir que Mtl2p es un “sensor”
abundante y mas general ya que se distribuye
por toda la membrana y los efectos de su
eliminacion son mas patentes, mientras que
Wsclp es menos abundante y mas especifico
de ciertas zonas y por eso su falta también es
menos notoria. Esto también podria explicar
por qué Mtl2p-GFP se localiza
correctamente en el mutante wsclA, sin
embargo no ocurre lo mismo con la
localizaciéon de Wscl-GFP en el mutante

mti2A.

3. Wsclp esta involucrada en la
regulacion de la biosintesis de $(1,3)
-glucano

Una vez que sabemos que los
“sensores” se localizan en la membrana y
que actian por encima de Rholp, nos

interesaba conocer cual es la funcion
especifica de cada uno de ellos en cuanto a la
activacion de Rholp. Para ello estudiamos la
relacion de estos “sensores” con los GEFs de
Rholp y con los efectores de Rholp, y
también estudiamos el efecto producido al
desregularlos aumentando mucho su

cantidad.

Los datos mas claros, los hemos
obtenido para Wsclp y se resumen a
continuacion:

La sobreexpresion de wscl” es letal, las
células son mas cortas y redondeadas que las
de la cepa silvestre y a veces son deformes.
Cuando se realiza una tincion con calcoflior,
muchas presentan un incremento general en
la fluorescencia y en algunos casos se
pueden observar deposiciones aberrantes de
calcofliior. Curiosamente, la sobreexpresion
de Wsclp bajo el control del promotor
81nmtl (de baja expresion), también es letal,
lo que sugiere que la sintesis de Wsclp debe
estar fuertemente regulada tanto espacial
como temporalmente.

Para saber qué contienen esos
“acimulos de material que se tifie con
calcofliior”, analizamos la composicion de
los polimeros de la pared celular en las
células que sobreexpresan Wsclp.
Observamos un fuerte incremento en la
biosintesis de la pared en general y un
aumento simultineo de los dos polimeros
mas importantes el o- y el B-glucano.

Este fenotipo podria ser consecuencia
de una activacion de Rholp o del aumento de
alguno de sus activadores, y ya habia sido
descrito anteriormente cuando se
sobreexpresa un mutante hiperactivo de
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Rholp y cuando se sobreexpresan Pck2p y
Rgflp (Arellano et al., 1996; Arellano et al.,
1999b y resultados de nuestro laboratorio no
publicados).

Decidimos pués estudiar la posible
interaccion entre Wsclp y los GEFs de
Rholp, Regflp y Rgf3p.

No observamos ningln tipo de cambio
en la localizacion de Rgf3p en los mutantes
wsclA.

En el caso de Rgflp, si observamos
que Wsclp-GFP co-localiza con Rgflp-
Tomato, sobre todo en los polos donde
ambas proteinas aparecen en puntos discretos
(figura 58). Sin embargo la localizacion de
Rgflp no depende de la presencia o ausencia
de Wsclp y no sabemos qué ocurriria al
contrario, es decir, como se localiza Wsclp-
GFP en un mutante rgfIA.

La delecion simultdnea de los genes
wscl'y rgfl” es letal y las células del
mutante condicional P8Inmtl-rgfl” wsclA
se lisan con forma alargada, un fenotipo
(30% de
lisis) y que también hemos visto en la cepa
P81nmtl-mtl2" wsclA.

caracteristico del mutante rgfiA

Descartada la posibilidad de que
Wsclp sea importante en el anclaje de
Rgflp, la interaccion sintético-letal no
excluye la posibilidad de que Wsclp
participe en la activacion de Rgflp, pero no
aclara si Rgflp regula la integridad celular
en paralelo o por debajo de Wsclp.

Si Rgflp estuviera regulada de algin
modo por Wsclp, cabria esperar que las
wsclIA fueran

células de los mutantes

“resistentes” a la sobreexpresion de rgfl".
Por otra parte, si Rgflp y Wsclp regulan la
integridad celular en forma paralela, la
sobreexpresion de Rgflp deberia ser tan
toxica en células wsc/A como lo es en las
células de la cepa silvestre.

El resultado es que las células wscl/A
son  practicamente  “insensibles” o
“tolerantes” a la sobreexpresion de rgfl’,
indicando que Rgflp actia por debajo de
Wsclp, aunque no nos dice si directa o
indirectamente.

Aunque no se ha recogido en la
memoria, también hicimos el experimento a
la inversa, es decir, sobreexpresamos Wsclp
en un mutante rgf/A. En este caso vimos que
en un ensayo de gota en placa, las células
que sobreexpresan Wsclp en un mutante
rgf1A, crecen en la primera dilucion pero no
en las 4 siguientes, mientras que las que
sobreexpresan Wsclp en la cepa silvestre no
llegan ni a crecer en la primer dilucion. En
liquido y en presencia de calcofliior, las
“deposiciones de material fluorescente” son
menores en la cepa rgfI/A que en la silvestre,
pero el efecto es muy diferente a lo que
ocurre cuando se sobreexpresa Rgflp en el
mutante wsc/A, indicando que la
sobreexpresion de Wsclp podria estar
afectando a otras dianas. Por ejemplo,
sabemos que la sobreexpresion de Rho2p,
que es letal en la cepa silvestre, no lo es en
los mutantes mtI2A 'y wsclIA (datos no

mostrados en la memoria).
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4. Mtl2p actua en paralelo con
respecto a Wsclp regulando Ila
integridad celular.

Es dificil de interpretar y llegar a
alguna conclusion sobre la funcion de Mtl2p
con respecto a Rholp, a Rgflp y a la ruta de
integridad.

Como ya hemos comentado antes, las
células m#/2A son muy sensibles a una gran
variedad de estreses. Ademas, la ausencia de
Mtl2p defectos
relacionados con la estructura y composicion
de la pared
disminuciéon de la actividad GS vy del

causa una serie de

celular como son wuna

contenido de f-glucano y wuna mayor
sensibilidad a antifingicos (caspofungina y
calcofluor).

El fenotipo de hipersensibilidad a
caspofungina del mutante mt/2A se suprime
casi totalmente aumentando el numero de
copias de Wsclp (“posible sensor” si nuestro
trabajo asi lo demuestra), de Rgflp y Rgf2p
(GEFs de Rholp), de Rholp y de Pcklp
(efector de Rholp), lo que definiria una
posible ruta de “salvamento” cuando se
producen dafios en la pared celular.

Este resultado sugiere un papel de
Mtl2p regulando la integridad en paralelo
con Wsclp y una hipotética cascada formada
por Wsclp-Rgflp/Rgf2p-Rholp-Pcklp.

En este sentido, sabemos que un
aumento de la expresion de Mtl2p, pero no
de Wsclp, es capaz de rescatar el
crecimiento de la cepa rgflIA pero a bajas
concentraciones de caspofungina (0,07 y 0,1
ug/ml). Mtl2p podria estar actuando en

paralelo con Rgflp, mientras que en el caso
de Wsclp el resultado apunta a un papel en
la misma via de transduccién de sefales
posiblemente por encima de Rgflp.

La delecion simultanea de los genes
mtl2"y rgfl” es letal, igual que la delecion de
los dos “sensores” mtl2"y wscl" y el
fenotipo del “apagado” de las cepas
correspondientes es casi idéntico.

Si Rgflp y Mtl2p regularan la
integridad celular en forma paralela, nmtI-
rgfl” deberia ser tan toxica en células mtI2A ,
como lo es en las células de la cepa silvestre
y esto es lo que ocurre. Quizas sea prematuro
y especulativo, pero pareceria que la
activacion de Rgflp no depende de Mtl2p,
sin embargo el defecto de las células mt/2A
es paliado por un aumento de Rgflp, lo que
indicaria de nuevo que actian en vias
paralelas.

Por tultimo la localizacion de Rgflp es
menos intensa en ausencia de Mtl2p y por
ello un aumento de los niveles de Rgflp
podria compensar el defecto en la integridad
del mutante m#/2A.

5. Mtl2p y Wsclp no participan
en la sefalizaciOn en respuesta a
estrés osmotico y dafio en la pared
celular a través de la ruta Pmklp.

Esta parte ya ha sido discutida en el
apartado correspondiente de los resultados,
sin embargo hay algiin dato que no aparece
en la memoria y que podria aclarar la
discusion.
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En resumen, aunque en S. cerevisiae la
cascada lleva el moédulo de “sensores” o
modulo de deteccion que activa a Rholp y
¢éste a su vez activa a PKC/ y el médulo de
MAP kinasas, en S. pombe, el escenario
parece un poco diferente.

En nuestro grupo hemos visto que
Regflp (GEF de Rholp) es necesaria para la
fosforilacion de la MAPK Pmklp en
respuesta a estrés osmoético y a estrés
producido por dafios en la pared y que actia
por encima de Rho2p y de Pck2p (Garcia et
al., 2009 vy resultados no publicados).
También sabemos que la sobreexpresion del
alelo constitutivamente activo de Rholp
activa la cascada, igual que la sobreexpresion
de cualquiera de sus GEFs (Rgflp, Rgf2p o
Rgf3p), aunque ni Rgf2p ni Rgf3p forman
parte de la cascada (Garcia et al., 2009).

Por otra parte, el papel de Rhol como
activador de la PB-GS parece que es
independiente de su papel como activador de
la cascada. Las células que sobreexpresan
Rgflp o RholpGI5V (constitutivamente
activo), presentan un fenotipo letal, con
deposiciones de material que se tifie con
calcoflior y gran cantidad de pared. Esta
letalidad se mantiene en la cepa que carece
de Pmkl1p (la MAPK de la cascada). Ademas
los niveles de la actividad B-GS en el
mutante pmkIA son similares a los de la

cepa silvestre (resultados no publicados).

Los “sensoses” Mtl2p y Wsclp
activan o sefalizan hacia Rholp y nuestros
datos indican que ni Mtl2p ni Wsclp son
componentes “auténticos” de la cascada,
aunque tampoco se ha demostrado
claramente que Rholp lo sea.

Los mutantes mtI2A 'y wscIA no
presentan el fenotipo vic  (viable en
presencia de inmunosupresor y de iones
cloruro), caracteristico de los mutantes en

los componentes de la cascada.

Si Wsclp o Mtl2p actuaran como
reguladores de la ruta, la sobreexpresion de
los componentes de la ruta como pck2" o
pmkl” podria suprimir el fenotipo de
sensibilidad a caspofungina de
mutantes. Sin embargo, ni pck2" ni pmkl”
suprimen el fenotipo de hipersensibilidad a

estos

caspofungina del mutante mt/2A y no hemos
realizado los experimentos para saber que
ocurre con el mutante wsclA.

También hemos visto que los mutantes
dobles entre uno de los “sensores” junto con
mutaciones en alguno de los componentes de
la ruta, crecen normalmente, lo que también
podria significar que no colaboran en
ninguna funcion esencial en relacion con la
integridad celular o que colaboran en la
misma funcidn no esencial.

Curiosamente, su comportamiento en
presencia de caspofungina es diferente. Las
células wscIA rho2A son sensibles a las
mismas concentraciones que el mutante
simple rho2A, y ademds presentan el
fenotipo vic como el mutante rho2A. Las
cepas mtl2A rho2A, se comportan como la
cepa mtl2A respecto al crecimiento en placas
de caspofungina y son bastante mas sensibles
que la cepa rho2A. No sabemos qué ocurre
con respecto al fenotipo vic. En este sentido,
parece que la sensibilidad a caspofungina del
mutante mt/2A se produce por mecanismos
diferentes a la de rho2A, haciendo todavia

mas improbable que ambos formen parte de
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la misma ruta.

Pero quizas el dato mas concluyente de
los mencionados hasta ahora es que la
activacion de Pmklp que se produce en
respuesta a estrés osmoético o a estrés
producido por dafios en la pared, no depende
de Mtl2p ni de Wsclp. No observamos
diferencias significativas en la fosforilacion
de Pmklp entre las células silvestres y los
mutantes nulos mt/2A y wsclA, ni cuando las
células se someten a estrés osmotico (con
KCl o NaCl), ni en presencia de
caspofungina.

Tampoco observamos diferencias entre
los mutantes mtI2A 'y wscIA 'y la cepa
silvestre, analizado otros tipos de estrés,
como estrés oxidativo, “heat-shock” o ayuno
de glucosa.

Sin embargo, si hemos visto que la
sobreexpresion de wscl” aumenta claramente
los niveles de fosforilacion de Pmklp,
comparado con la cepa que sobreexpresa
mtl2" o con la cepa que lleva el plasmido
vacio. Este aumento depende del modulo de
MAP kinasas ya que no se produce en el
mutante mhkIA y depende s6lo parcialmente
de Rgflp. La sobreexpresion de Wsclp
aumenta los niveles de Rholp activo y
también aumenta la cantidad de pared
celular, lo que es un estrés para la célula y
podria activando la cascada
indirectamente.

actuar

Aun asi y puesto que los “sensores”
comparten una funcion esencial en lo que
respecta a la integridad celular, podriamos
pensar que solo la ausencia de los dos a la
vez deberia tener un efecto en la transmision
de la senal.

Por eso realizamos un experimento
para ver los niveles de fosforilacion de
Pmklp en la cepa del “apagado”™ P8Inmtl-
mtl2" wscIA en presencia de tiamina.
Después de 4 horas en condiciones de
represion y 1 hora mas en presencia
(1pg/ml),
aumento de fosforilacion de Pmklp similar
al observado en la misma cepa en ausencia
de tiamina (promotor desreprimido). Estos

caspofungina observamos un

datos indican de nuevo que la eliminacion de
ambos “sensores” no parece tener un efecto
importante en la fosforilacion de Pmkl1p.
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CONCLUSIONES

1. Las proteinas Mtl2p y Wsclp de S. pombe presentan caracteristicas estructurales si-
milares a los “sensores” de S. cerevisiae Wsclp y Mid2p. Un unico dominio transmembrana,
que conecta las proteinas con la larga region extracelular, un dominio citoplasmatico en el ex-
tremo carboxilo terminal, y un ectodominio periplasmico rico en serinas y treoninas.

2. Mtl2p y Wsclp se localizan en la superficie celular pero de manera diferente. Mtl2p
se distribuye por toda la periferia de la célula y en el septo. Wsclp se localiza de forma polari-
zada y aparece mas concentrada en “pequefios granulos” en los polos de la célula.

3. Mtl2p y Wsclp participan en la regulacion de la integridad celular donde desarrollan
una funcion esencial. La delecion simultanea de m#/2"y wscl” es letal.

4. Mtl2p y Wsclp participan en la activacion de Rholp y los dos interaccionan genética-
mente con Rgflp (un GEF de Rholp).

5. Wsclp esta involucrada en la regulacion de la biosintesis de B(1,3)-glucano y
probablemente también en la de a(1,3)-glucano. Las células que sobreexpresan Wsclp pre-
sentan un incremento general en la cantidad total de pared celular y deposiciones aberrantes
de calcofluor. Ademas, Wsclp es necesario para la activacion de Rgflp al menos en condi-
ciones de estrés.

6. Mtl2p y Wsclp no desempefian un papel importante en la sefializacion en respuesta a
estrés osmotico y dafo en la pared celular a través de la ruta de integridad celular de Pmk1p.
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